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Kapitel 1
Einleitung
Spa¨testens seit den 80er Jahren sind in den weltweiten Nachrichten der Presse im sta¨ndi-
gen Wechsel die o¨kologischen Probleme Stickstoﬀausstoß, Kohlendioxidausstoß und Erdo¨l-
knappheit zu ﬁnden. Als Gegenmaßnahmen werden meist neue Technologien zur Redu-
zierung des Energiebedarfs und Verwendung alternativer Energietra¨ger proklamiert. Al-
ternativen zum heutigen Hauptenergietra¨ger Erdo¨l sind zum einen erneuerbare Energien
wie Wind- und Solarkraft und zum anderen nachwachsende Rohstoﬀe.
Nachwachsende Rohstoﬀe sind land- und forstwirtschaftliche Produkte die im Nicht-
nahrungsmittelbereich Anwendung ﬁnden und in der weißen Biotechnologie, Nutzung mo-
derner biotechnischer Methoden fu¨r industrielle Produktionsprozesse, Prima¨renergietra¨ger
fu¨r mikrobiologische Biosynthesen darstellen. Aufgrund von o¨konomischen als auch o¨kolo-
gischen Gru¨nden (Nachhaltigkeit) vergro¨ßert sich der Anbauumfang sowie das Spektrum
der Verwendungsmo¨glichkeiten zunehmend. Produkte aus pﬂanzlichen Rohstoﬀen sind
weitgehend CO2 neutral. Sie setzen nach ihrem Gebrauch bei der Verbrennung oder Kom-
postierung nur die Menge CO2 frei, die die pﬂanzlichen Rohstoﬀe wa¨hrend des Wachstums
der Atmospha¨re entnommen haben. Die Nutzung nachwachsender Rohstoﬀe, im Bereich
der Produktherstellung in der chemischen Industrie und vor allem im Kunststoﬀbereich,
ermo¨glicht den Einstieg in Kreislaufwirtschaftsysteme und damit die Entwicklung einer
nachhaltigen Wirtschaftsform.
Die chemische Industrie basiert allerdings mit dem Aufkommen der Erdo¨lindustrie bis
heute nahezu ausschließlich auf der Verwendung des fossilen Energietra¨gers Erdo¨l. Die
Produktsynthese der chemischen Industrie und vor allem in der Polymerchemie la¨sst sich
aber auch mit biotechnischen Prozessen durchfu¨hren. So wird z.B. in der bulk Polymerche-
mie die petrochemisch hergestellte Acrylsa¨ure eingesetzt, die sehr a¨hnliche Eigenschaften
zeigt wie eine biotechnisch herstellbare organische Sa¨ure, die Itaconsa¨ure. Im Vergleich
zur Acrylsa¨ure ist die Itaconsa¨ure aber nicht gesundheitsscha¨dlich und ungiftig. Außerdem
sind aufgrund der besonderen Struktur der Itaconsa¨ure einige Eigenschaften der resultie-
renden Lackharze, wie Haftung, Benetzung, usw. von Vorteil. So ko¨nnte die Itaconsa¨ure
mit einem umweltfreundlichen Herstellungsverfahren in der chemischen Industrie bisher
eingesetzte umweltbelastende Verbindungen, wie die Acrylsa¨ure, ersetzen und zudem als
neue Monomerkomponente neue Anwendungsfelder erschließen.
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Zur Zeit ist die biotechnische Itaconsa¨ureproduktion durch den Pilz Aspergillus ter-
reus aufgrund mangelnder Prozessstabilita¨t, niedriger Produktkonzentration, langer Kul-
tivierungszeiten sowie teurer Aufarbeitung gegenu¨ber der petrochemisch hergestellten
Acrylsa¨ure nicht konkurrenzfa¨hig.
Ziel dieser Arbeit ist es, die Produktion der Itaconsa¨ure durch den ﬁlamento¨s wach-
senden Pilz Aspergillus terreus genauer zu untersuchen, zu analysieren und zu stabili-
sieren. Die Produktion muss eﬃzienter und kostengu¨nstiger werden und reproduzierbar
durchfu¨hrbar sein. Kenntnisse u¨ber das Wachstum, die Produkt- und Nebenprodukt-
bildung sowie Hemmung und Limitierung von Medienbestandteilen sind notwendig und
mu¨ssen erforscht werden. Weiterhin soll die mikrobielle Verwertbarkeit preiswerter, nach-
wachsender Rohstoﬀe getestet werden.
Die vielfa¨ltigen Anwendungs- und Nutzungsmo¨glichkeiten dieser Dicarbonsa¨ure erfordern
eine o¨konomisch und wirtschaftlich eﬀektive Methode fu¨r die Aufarbeitung. Da die Pro-
duktreinheit ein sehr wichtiges Kriterium fu¨r das Anwendungsspektrum darstellt, ist die
Forschung auf dem Gebiet der Aufarbeitung von Zielprodukten aus Biosyntheseprozes-
sen essenziell. Die Produktaufreinigung aus der Fermentationsbru¨he ist ein kostenbestim-
mender Faktor einer biotechnischen Produktion. Daher werden in dieser Arbeit einige
Aufarbeitungsmethoden (Elektrodialyse, Flu¨ssig-Flu¨ssig-Extraktion und Kristallisation)
eingesetzt und na¨her untersucht. Die Ergebnisse sollen Aufschluss u¨ber erreichbare Pro-
duktreinheit, Eﬀektivita¨t einer Methode und Ausblicke zu weiteren Entwicklungen geben.
Kapitel 2
Theoretische Grundlagen
Diese Arbeit wird im Verbundvorhaben Mikrobielle Produktion von Itaconsa¨ure Teilver-
bund 1:
”
Itaconsa¨ureherstellung aus nachwachsenden Rohstoﬀen als Ersatz fu¨r petroche-
misch hergestellte Acrylsa¨ure“ durchgefu¨hrt. Voraussetzung fu¨r die Durchfu¨hrung dieser
Arbeit sind Kenntnisse u¨ber die Biosynthese von Itaconsa¨ure, u¨ber Wachstums- und Pro-
duktionsverhalten des Pilzes Aspergillus terreus sowie u¨ber den theoretischen Hintergrund
der verschiedenen Aufarbeitungsmethoden.
2.1 Itaconsa¨ure
Itaconsa¨ure (IA) ist eine der viel versprechenden organischen Sa¨uren mit der es mo¨glich
ist, petrochemische Monomere wie z.B. die Acrylsa¨ure (Abbildung 2.1) zu ersetzen, sowie
neue Anwendungsfelder zu schließen.
IA wurde bereits 1837 als Thermolyseprodukt der Citronensa¨ure entdeckt (Baup, 1837).
Sie ist eine weiße, kristalline, einfach ungesa¨ttigte Dicarbonsa¨ure, die auch als Methylen-
bernsteinsa¨ure (3-carboxy-3-butensa¨ure) bezeichnet wird. Sie besitzt zwei Carboxylgrup-
pen, eine konjugierte Doppelbindung sowie eine durch eine Carboxylgruppe aktivierte
A¨thyl-Methylengruppe (Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1: Acrylsa¨ure (a), Itaconsa¨ure (b), Citraconsa¨ure (c), Mesaconsa¨ure (d)
Itaconsa¨ure ist isomer zur Citraconsa¨ure und zur Mesaconsa¨ure. Bei erho¨hten Tempe-
raturen und unter stark basischen Bedingungen ko¨nnen sich diese drei Isomere ineinander
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umwandeln. Allerdings ist IA unter sauren, neutralen oder schwach basischen Bedingun-
gen stabil (Ru¨diger, 2000).
IA kristallisiert in rhombischen Doppelpyramiden und besitzt die in der Tabelle 2.1
aufgezeigten physikalische Konstanten (Pﬁzer, 1972; Willke and Vorlop, 2001; OECD,
2008).
Tabelle 2.1: Physikalische Eigenschaften der Itaconsa¨ure
physikalische Erscheinung weißes kristallines Pulver
Molekulargewicht 130,1 g/mol
Schmelzpunkt 167-168 °C
Siedepunkt 268 °C
Dichte 1,632 g/l (20 °C)
pH-Wert 2 (80 mg/l)
pKa-Werte 3,84 und 5,55
Wasserlo¨slichkeit 83 g/l (20 °C)
Itaconsa¨ure ist im Vergleich zur Acrylsa¨ure (Tabelle 2.2) weder augen- noch schleim-
hautreizend und ihre orale Toxizita¨t ist ebenfalls deutlich geringer (Ru¨diger, 2000).
Tabelle 2.2: Sicherheitshinweise der Itaconsa¨ure im Vergleich zur Acrylsa¨ure
Itaconsa¨ure Acrylsa¨ure
CAS-Nr. 97-65-4[1] 79-10-7[3]
Gefahrensymbol reizend[1] entzu¨ndlich, gesundheitsscha¨dlich,
a¨tzend, umweltgefa¨hrlich[3]
R-Satz 41[1] 10-20/21/22-35-50[3]
S-Satz −[1] 26-36/37/39-45-61[3]
LD50 2969 mg/kg (oral,Ratte)
[2] >340 mg/kg (oral, Ratte)[3]
>290 mg/kg (dermal, Kaninchen)[3]
WGK 1[1] 1[3]
MAK - 10 ml/m3 bzw. 30 mg/m3 [1]
[1] Eintrag in der GESTIS-Stoﬀdatenbank des BGIA (GESTIS, 2008)
[2] OECD Datenblatt (OECD, 2008)
[3] (Merck, 2003)
2.1.1 Einsatzmo¨glichkeiten der Itaconsa¨ure
Die Vielfalt der funktionellen Gruppierungen im Itaconsa¨uremoleku¨l machen sie zu einem
wirksamen Zwischenprodukt bei der Herstellung von komplexen organischen Verbindun-
gen. Es ergeben sich verschiedene Reaktionsmo¨glichkeiten:
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• Salzbildung mit Metallen
• Veresterung mit Alkoholen
• Anhydridbildung
• Additionsreaktionen
• Polymerisation
Die industriell vielseitige Einsetzbarkeit von Itaconsa¨ure und deren Reaktionsverbin-
dungen spiegelt sich im breiten Anwendungsspektrum wieder:
• Co-Monomer: verbessert Eigenschaften von Kunststoﬀen (Elastomere) und hitze-
stabile Harze
• Co-Polymerisat: Steigerung der Haftungseigenschaften von Tinte
• Latexlackfarben, Bodenbeschichtungen, Auslegware
• Herstellung von Detergenzien und Hilfsstoﬀen
• Kationentauscher
• Herstellung von ku¨nstlichem Glas und bioaktiven Komponenten in der Landwirt-
schaft (Pﬂanzenschutz)
(Willke and Vorlop, 2001; Lockwood, 1975; Pﬁzer, 1972)
2.1.2 Herstellung der Itaconsa¨ure
Itaconsa¨ure ist sowohl chemisch als auch biotechnisch herstellbar:
• Eine chemische Methode um IA herzustellen besteht in der Pyrolyse von Citro-
nensa¨ure und in der Hydrolyse dieser Anhydride (Baup, 1837). Weiterhin wurde
IA u¨ber die Decarboxylierung von Aconitsa¨ure hergestellt und erhielt als Anagram
die Bezeichnung Itaconsa¨ure. Weitere chemische Synthesen, wie Destillation von Ci-
tronensa¨ure und Weiterbehandlung der Anhydride, Oxidation von Mesityloxide mit
anschließender Isomerisierung der gebildeten Citraconensa¨ure, oder Oxidation von
Isopren sind bekannt (Willke and Vorlop, 2001).
• Zur Herstellung der Dicarbonsa¨ure ist seit den 40er Jahren die biotechnische Pro-
duktion, mit den Sta¨mmen Aspergillus itaconicus und Aspergillus terreus als exzel-
lente Itaconsa¨ureproduzenten, bekannt. Die Optimierung der Kultivierung hat seit
den 80er Jahren an Bedeutung gewonnen.
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Keine der chemischen Verfahren zur Herstellung der Itaconsa¨ure kann mit der biotech-
nischen Produktion durch Pilze konkurrieren (Tate, 1981).
Itaconsa¨ure gewinnt aufgrund der Ressourcen- und Umweltschonung vor allem als Sub-
stituent der Acryl- oder Methacrylsa¨ure in der Kunststoﬃndustrie an Bedeutung. Sowohl
die Herstellung von Polymeren aus Itaconsa¨ure als auch die Produkte dieser Kunststoﬀe
sind weder gesundheits- noch umweltscha¨digend.
Die weltweite IA-Produktion lag im Jahr 2000 bei ca. 10000-15000 t/Jahr (Bressler and
Braun, 2000). Charles Pﬁzer Food Science (USA) war bis 1979 mit 6000 t/Jahr der Haupt-
produzent. Im Jahr 2001 war China mit mehreren Anlagen einer der gro¨ßten IA-Hersteller.
Seit 2002 sind die Hauptproduzenten von Itaconsa¨ure Cargill (USA), Qingdao Langyatai
(Group) Co. (China, Qingdao) mit 4500 t/Jahr (China Chemical Report, Nov. 2002) und
Shandong Kaison Biochemical Co. (China, Rizhao) mit Kapazita¨ten von 5000 t/Jahr.
IA kann in zwei Reinheitsgraden, dem industriellen und dem veredelten, zu ca. 4-4,3 US
$/kg IA erworben werden (Bressler and Braun, 2000; Willke and Vorlop, 2001).
2.2 Aspergillus terreus
Aspergillus terreus geho¨rt zu der Gruppe der Ascomyceten (Schlauchpilze). Sie za¨hlen
zusammen mit den Basidiomyceten zu den ho¨heren Pilzen (Eumyceten) und werden in-
nerhalb der Plectomyceten (Kleistothenzienpilze) durch seinen Gattungsnamen als Gieß-
kannenschimmel ausgewiesen, fu¨r welche ein septiertes Myzel sowie die Bildung von Ko-
nidiosporen charakteristisch sind. Der Begriﬀ Ascomyceten wird von dem Ascus, ein die
Gruppe kennzeichnendes schlauchartiges Gebilde, hergeleitet (Schlegel, 1985).
2.2.1 Fortpﬂanzung
Die Gattung Aspergillus geho¨rt zu den Plectomyceten und wird durch ihre Konidiensta-
dien charakterisiert.
Der Pilz breitet sich vegetativ durch die Ausbildung langer, vielkerniger Zellfa¨den (Hy-
phen) aus, welche sich vielfach zu einem Geﬂecht (Myzel) verzweigen. Die Fortpﬂan-
zung erfolgt asexuell durch Konidienbildung (Sporen von Schlauchpilzen, Abbildung 2.2).
Diese Konidientra¨ger entstehen einzeln auf den Hyphen, indem sich eine Hyphenzelle,
die Fußzelle, verzweigt und eine senkrechte Hyphe ausbildet, welche in einer Blase en-
det, aus deren Oberﬂa¨che die Sterigmen heraus wachsen. An diesen Sterigmen entstehen
perlschnurfo¨rmig hintereinander angeordnete Konidien. Diese sind gefa¨rbt und geben der
Pilzkolonie die typische Fa¨rbung (Schlegel, 1985).
2.2.2 Biotechnische Itaconsa¨ureproduktion
Kinoshita berichtet 1932 erstmals von der IA-Produktion durch Pilze (Kinoshita, 1932)
und benannte diesen Organismus Aspergillus itaconicus. Wenige Jahre spa¨ter (1939) wur-
den weitere Sta¨mme des Pilzes Aspergillus terreus entdeckt, die besseres Wachstum zeig-
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Abbildung 2.2: Nebenfruchtform des Aspergillus terreus; Konidientra¨ger (Schlegel, 1985)
ten und ho¨herer Ertra¨ge der Itaconsa¨ure erzielten, wenn sie als Oberﬂa¨chenkulturen auf
Czapek-Dox Medium wuchsen (Calam, 1939). Eine systematische Studie der
”
Northern
Regional Research Laboratory“ (NRRL) der USA (in Peoria, Illinois) in den 40er Jahren
des 20. Jahrhunderts zeigte, dass nur eine limitierte Anzahl der A. terreus Sta¨mme in
der Lage waren IA zu produzieren. Der Stamm NRRL 1960 (= ATCC 10020) wurde fu¨r
intensive Studien weiter verwendet (Roehr et al., 1992). Diese vorliegende Arbeit baut
auf Vorarbeiten der FAL (Bundesforschungsanstalt fu¨r Landwirtschaft, Braunschweig)
mit dem Stamm A. terreus NRRL 1963 sowie einem Eigenisolat A. terreus LU02b auf
(Welter, 2000; Jahnz et al., 2003).
2.2.2.1 Biosynthese, Enzyme
Bei dem Abbau von Fetten, Kohlenhydraten und Aminosa¨uren entsteht das Zwischenpro-
dukt Acetyl-CoA, welches in den Citratzyklus eintritt (Karlson et al., 1994). Itaconsa¨ure
ist ein indirektes Produkt des Citratzyklus und wird aus cis-Aconitsa¨ure, einem Zwi-
schenprodukt des Citratzyklus gebildet (Kinoshita, 1932). Daher wird in den folgenden
Abschnitten der Citratzyklus, die wesentlichen Enzyme sowie der Hauptbiosyntheseweg
der Itaconsa¨ure genauer beschrieben.
• Citratzyklus (auch bezeichnet als Zitratzyklus, Zitronensa¨urezyklus, Tricarbon-
sa¨urecyclus, Krebs-Zyklus)
Der Citratzyklus (Abbildung 2.3, Tricarbonsa¨urecyclus (TCC)) ist ein zentraler
Kreislauf biochemischer Reaktionen im Stoﬀwechsel aerober Zellen. Bei Eucaryoten
la¨uft er in den Mitochondrien ab und dient hauptsa¨chlich dazu, organische Stoﬀe
oxidativ abzubauen.
Das Acetyl-CoA tritt in den Citratzyklus ein und wird unter Freisetzung von Kohlen-
dioxid und Wasser zur Gewinnung von Energie (GTP) sowie Reduktionsa¨quivalen-
ten (NADH+H+, FADH2) genutzt. Der Citratzyklus ist eng mit der Atmungskette
gekoppelt und die Coenzyme (NADH+H+, FADH2) werden dort wieder oxidiert.
Durch diese Oxidation mit Sauerstoﬀ unter Bildung von Wasser wird Energie frei,
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Abbildung 2.3: Biosyntheseweg der Itaconsa¨ure (Bonnarme et al., 1995; Winskill, 1983; Jak-
litsch et al., 1991)
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die hauptsa¨chlich zum Aufbau von ATP verwendet wird. Die Regulierung des Ci-
tratzyklus geschieht durch die Regulation der Enzymaktivita¨ten, wobei ADP/ATP,
NAD+/NADH und Ca2+ als Eﬀektoren dienen. Besondere Bedeutung haben da-
bei die Isocitrat-Dehydrogenase, die ADP als allosterischen Aktivator beno¨tigt und
durch ATP und NADH gehemmt wird, sowie die Citrat-Synthase, bei der die Re-
aktionsgeschwindigkeit infolge von NADH erniedrigt wird.
Bei Sauerstoﬀmangel wird weniger NADH verbraucht und dessen Konzentration
steigt an, wodurch die Isocitrat Dehydrogenase und die Citrat Synthase gehemmt
werden und der Citratzyklus zum Erliegen kommt (Karlson et al., 1994).
• Enzyme
Stoﬀwechselsysteme sind nur durch die Anwesenheit, bzw. Wirkung von Enzymen
mo¨glich. Enzyme beschleunigen chemische Reaktionen, indem sie deren Aktivie-
rungsenergie herab setzen. Die Ausgangsstoﬀe (Edukte) einer Enzymreaktion heißen
Substrate. Sie werden im aktiven Zentrum des Enzyms gebunden und es bildet sich
ein Enzym-Substrat-Komplex. Das Substrat wird in die Reaktionsprodukte umge-
wandelt und anschließend aus dem Komplex freigesetzt.
Nach der Reaktion liegt das Enzym, wie andere Katalysatoren, wieder in seiner
Ausgangsform vor. Enzyme besitzen eine hohe Substrat- und Wirkungsspeziﬁta¨t.
Sie binden ausschließlich die passenden Substrate (
”
Schlu¨ssel-Schloss-Prinzip“) und
katalysieren genau eine von vielen denkbaren Reaktionen (Karlson et al., 1994).
Im folgenden werden die an der IA-Produktion beteiligten Enzyme des TCC sowie
die cis Aconitat-Decarboxylase genauer beschrieben:
– Citrat-Synthase (EC 4.1.3.7)
Die Citrat-Synthase katalysiert den ersten Schritt im Citratzyklus. Das Acetyl-
CoA wird mit Oxalessigsa¨ure zu Citronensa¨ure umgesetzt. Dieses Reaktion ist
praktisch irreversibel, da nach der Aldol-Addition die energiereiche Thioester-
Bindung hydrolysiert wird.
Die Oxalessigsa¨ure wird zur Initialzu¨ndung beno¨tigt und stammt entweder aus
dem Aminosa¨ure-Stoﬀwechsel oder aus dem Pyruvat. Somit ist vom Kohlen-
hydratstoﬀwechsel ein direkter Zugang zur Oxalessigsa¨ure mo¨glich (Karlson
et al., 1994). Die Oxalessigsa¨ure wird je nach Energieladung der Zelle dem
Citratzyklus entzogen und zu Biosynthesen benutzt. Ist die Energieladung der
Zelle niedrig, wird die Sa¨ure dem TCC und somit der Atmungskette zugefu¨hrt.
– Aconitase (EC 4.2.1.3) Das Enzym Aconitase (Aconitat-Hydratase, citrat
(isocitrat)-Hydrolyase) katalysiert im TCC die Gleichgewichtseinstellung zwi-
schen Citronensa¨ure (90 % ), cis-Aconitsa¨ure (4 % ) und Isocitronensa¨ure
(6 % ). Diese Reaktion verla¨uft streng stereospeziﬁsch (Karlson et al., 1994).
Die Aktivita¨t der Aconitase sinkt bei seiner Lagerung und kann durch Zugabe
von Eisen Ionen und einem
”
reducing agent“ stabilisiert bzw. reaktiviert wer-
den. Das Enzym beno¨tigt Eisen als Cofaktor. Andere Metalle, wie Calcium,
Magnesium, Barium, Mangan, Cobalt, Nickel, Kupfer u.a. zeigten keine signi-
ﬁkante Reaktivierung der Enzymaktivita¨t. Es wird angenommen, dass Eisen
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an der Interaktion des Enzyms und Substrates mittels eines Substrat-Eisen-
Aconitase-Komplex beteiligt ist. Untersuchungen des
”
reducing agent“ zeig-
ten, dass Cystein die Aconitase nicht allein aktivieren kann, dass aber Cystein
und Eisen die Aktivita¨t stark steigern. Vermutlich wird ein Eisen Ion und ein
Moleku¨l des
”
reducing agent“ mit der Aconitase kombiniert (Glusker, 1971).
Prima¨r ist die Aufgabe des
”
reducing agent“ das Eisen reduziert zu halten,
da Eisen in der reduzierten Form vorliegen muss, um enzymatisch wirksam zu
sein (Bruchmann, 1963). Komponenten, die Eisen komplexieren inhibieren die
Aconitase. Weiterhin ist die trans-Aconitsa¨ure ein kompetitiver Hemmer der
Aconitase (Glusker, 1971).
Die Aconitase von Hefen ist ein Isoenzym, welches sich auf zwei verschiedene
subzellula¨re Kompartimente aufteilt und an zwei verschiedenen Stoﬀwechsel-
wegen beteiligt ist:
1. Die mitochondriale Aconitase (m-Aconitase) des TCCs setzt Ci-
tronensa¨ure zu Isocitronensa¨ure um und geho¨rt zu der Familie der Ei-
sen/Schwefel enthaltenden Proteine. Im aktiven Zentrum beﬁndet sich ein
[4Fe-4S] Cluster. Zusammen mit den Seitenketten polarer Aminosa¨uren,
hauptsa¨chlich Arginin-Reste, bindet es das Substrat.
2. Die cytosolische Aconitase (c-Aconitase), von der angenommen wird,
dass sie in Hefezellen ein Teil des Glyoxylat Zyklus1 sowie ein Eisen regu-
lierendes RNA bindendes Protein ist (Regev-Rudzki et al., 2005).
Die mo¨gliche
”
Giftigkeit“ von Eisen erfordert eine genaue Kontrolle des Eisen-
gehaltes in der Zelle. Eisen regulierende Proteine (IRP1 und IRP2) binden
an konservierten Sequenzen (
”
iron responsive elements“ IREs) der mRNA,
die Proteine codieren, welche an der Eisenlagerung, Transport und Interme-
dia¨rstoﬀwechsel beteiligt sind (Brown et al., 2002). Untersuchungen des Ami-
nosa¨ureaufbaus der c-und m-Aconitase mit der von IRPs zeigten, dass sie sich
eindeutig von der m-Aconitase unterscheiden, aber mit der c-Aconitase u¨ber-
einstimmen (Kennedy et al., 1992). Die Eisen regulierenden Enzyme werden
aufgrund von Vera¨nderungen des zellula¨ren Eisenstatus reguliert. Bei hohen
intrazellula¨ren Eisenkonzentrationen wird IRP2 degradiert. IRP1 hingegen bil-
det ein [4Fe-4S] Cluster, die Funktion der IRE-Bindung geht verloren und die
cytoplasmatischen Form der Aconitase wird ausgebildet. Da die Funktion der
IRE Bindung verloren geht, sinkt die Transferrin Produktion2 und der Eisen-
transport in die Zellen sinkt. Wird nun ein bestimmtes intrazellula¨res Eisenlevel
unterschritten, wird das [4Fe-4S] Cluster der c-Aconitase auseinander gebaut.
Damit verliert die c-Aconitase ihre Funktion und stellt die IRE bindende Ak-
tivita¨t wieder her (Brown et al., 2002).
Weder die cytosolische noch die mitochondriale Aconitase kann die Aufgabe
der jeweils anderen u¨bernehmen (Regev-Rudzki et al., 2005).
1Durch den Glyoxylat Stoﬀwechsel ko¨nnen Pﬂanzen und Pilze organische Substanzen mit 4 Kohlenstoﬀ
Atomen aus Komponenten mit 2 Kohlenstoﬀatomen herstellen. Dieses ermo¨glicht ihnen das Wachstum
auf Acetat, Ethanol oder Oleaten als Kohlenstoﬀquelle (Regev-Rudzki et al., 2005).
2Transferrin ist ein Transportprotein, das fu¨r die Eisenversorgung der Zellen verantwortlich ist.
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– cis Aconitat-Decarboxylase (EC 4.1.1.6)
Die cis Aconitat-Decarboxylase (cAD) ist kein Enzym des Citratcyklus. Es
wird wa¨hrend der IA-Produktionsphase im Cytosol der IA produzierenden Pil-
ze Aspergillus terreus nachgewiesen und setzt cis-Aconitsa¨ure (Zwischenpro-
dukt des TCC) durch eine Decarboxylierung zu Itaconsa¨ure um.
Das Enzym cAD synthetisiert den gro¨ßten Anteil der Itaconsa¨ure durch De-
carboxylierung der cis-Aconitsa¨ure und zu einem sehr geringen Anteil aus d-
Isocitronensa¨ure und Citronensa¨ure. Das pH Optimum liegt bei 5,6 und das
Maximum bei 6,0. Die Notwendigkeit von Cofaktoren fu¨r die cAD konnte nicht
nachgewiesen werden (Bentley and Thiessen, 1957). Jedoch wird das Enzym
durch Schwermetalle, wie p-Chloromercuribenzoate, Zn+, Cu+, Hg+, gehemmt.
Kein Einﬂuss auf die Aktivita¨t hatten EDTA, Ca2+, Mg2+, Fe2+, Mn2+ u.a.
(Dwiarti et al., 2002).
– Isocitrat Dehydrogenase (EC 1.1.1.41/42)
Die Isocitrat Dehydrogenase ist ein Bestandteil des Citronensa¨urezyklus. Es
geho¨rt zur Klasse der Oxidoreduktasen. Es ist ein NAD+ bzw. NADP+ abha¨ngi-
ges Enzym welches die Oxidation von Isocitrat zu 2-Oxoglutarat (α Ketoglu-
tarsa¨ure) und CO2 katalysiert (Karlson et al., 1994). Bei der IA-Produktion
durch den Pilz A. terreus konnte nur die NADP+ abha¨ngige Form der Isocitrat
Dehydrogenase (E.C. 1.1.1.42) nachgewiesen werden, welches zur Aktivierung
Mg2+ oder Mn2+ beno¨tigt, wobei Mn2+ den besseren Cofaktor darstellt (Wins-
kill, 1983).
Dieses mitochondriale Enzym u¨bertra¨gt den Wasserstoﬀ auf NADP+ und ka-
talysiert parallel die Decarboxylierung des Zwischenproduktes Oxalsuccinat zu
dem Produkt 2-Oxoglutarat und wird von ADP, ATP und NADH allosterisch
reguliert (Karlson et al., 1994).
• Hauptbiosynthesweg der Itaconsa¨ure Produktion
Mittels radioaktiver Markierung von Kohlenstoﬀatomen (13C-; 14C- Radiomarkie-
rung) und Analyse der Metabolite durch die Hochleistungsﬂu¨ssigkeitschromatogra-
phie (HPLC) an freien Aspergillus-Zellen wurde der Biosyntheseweg von Kinoshita
als Hauptbiosyntheseweg der IA-Produktion (Abbildung 2.3) bewiesen (Bonnarme
et al., 1995). Glucose wird glycosidisch u¨ber den Emden-Meyerhof-Parnas (EMP)-
Stoﬀwechselweg zu Pyruvat abgebaut. Das Pyruvat wird in den Citratzyklus ein-
gebracht und zu Citronensa¨ure synthetisiert. Das Enzym Aconitase setzt in einer
Gleichgewichtsreaktion die Citronensa¨ure zu dem Zwischenprodukt cis-Aconitsa¨ure
und in einer weiteren Reaktion zu Isocitronensa¨ure um. Ein zweites Enzym, die cis
Aconitat-Decarboxylase (cAD), bildet aus dem Zwischenprodukt cis-Aconitsa¨ure
das Produkt Itaconsa¨ure.
Die Bestimmung der Enzymaktivita¨ten des Tricarbonsa¨urezyklus von isolierten Mit-
ochondrien aus Aspergillus terreus trug gleichermaßen zur Besta¨tigung dieses Haupt-
biosyntheseweges bei (Winskill, 1983).
Die Enzymaktivita¨ten wa¨hrend der Wachstums- und Produktionsphase wurden so-
wohl im Cytosol als auch in den Mitochondrien bestimmt. Die Citrat-Synthase und
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Aconitase sind wa¨hrend der Wachstums- und wa¨hrend der Produktionsphase aktiv.
Die cAD konnte nur wa¨hrend der Produktionsphase und ausschließlich im Cytosol
nachgewiesen werden. Da die cAD aus der cis-Aconitsa¨ure, die in den Mitochondri-
en vorhanden ist, das Produkt IA synthetisiert, muss die cis-Aconitsa¨ure aus den
Mitochondrien ins Cytosol transportiert werden. Fu¨r den Transport durch die mi-
tochondriale Membran wird ein A¨pfelsa¨ure/Citronensa¨ure Antiport postuliert. Eine
weitere Idee zum Transport durch die mitochondriale Membran ist, dass ein un-
ausgeglichenes Na¨hstoﬀverha¨ltniss zu einem Carrier System fu¨hrt. Dieses Carrier
System mu¨sste selektiv fu¨r die cis-Aconitsa¨ure sein, so dass diese Sa¨ure aus den
Mitochondrien ins Cytosol transportiert wird (Jaklitsch et al., 1991).
2.2.3 Wachstum und Kultivierung von Aspergillus terreus
Im folgenden Kapitel wird das Wachstumsmodell ﬁlamento¨ser Pilze, die verschiedenen
Morphologieformen, ein U¨berblick der Literatur u¨ber die Kultivierung von Aspergillus
terreus sowie die Grundlagen der Kultivierung in verschiedenen Reaktorformen beschrie-
ben.
2.2.3.1 Morphologie ﬁlamento¨ser Pilze
In Submerskultur reicht die Wachstumsform ﬁlamento¨ser Pilze von locker verteilten Zell-
fa¨den bis hin zu dicht verwobener Myzelmasse oder Pellets, bei denen die Hyphen locker
oder sehr eng in ellipsoider Form aggregiert sind. In welcher Wachstumsform der Pilz
auftritt, ha¨ngt nicht zuletzt von der Erbmasse ab, sondern von den chemischen und phy-
sikalischen Parametern der Kultivierung (Papagianni, 2004).
Die Morphologie ﬁlamento¨ser Pilze beeinﬂusst die Viskosita¨t der Fermentationsbru¨he, den
Stoﬀtransport und damit die Leistung des Bioreaktors.
• Wachstum in Form von Pellets resultiert in einer niedrigen Viskosita¨t der Fer-
mentationsbru¨he, was sich positiv auf den Stoﬀ- und Wa¨rmeu¨bergang auswirkt.
Eine mikroskopische Betrachtung der Pellets zeigt, dass es im Inneren verschiede-
ne Packungsdichten der Hyphen gibt. U¨berschreiten dichte Pellets3 eine bestimmte
Gro¨ße, wird das Pelletinnere nicht mehr ausreichend mit Sauerstoﬀ und Na¨hrstof-
fen versorgt. Das Wachstum wird aufgrund der eingeschra¨nkten Diﬀusion der Stoﬀe
zum Pelletzentrum hin beeintra¨chtigt.
Bei lockeren Pellets4 werden die gesamten Hyphen hingegen gut mit Substrat und
Sauerstoﬀ versorgt. Exponentielles Wachstum aller Hyphen wird erreicht, aber auf-
grund des eher ﬁlamento¨sen Wachstums steigt die Viskosita¨t der Fermentations-
bru¨he.
• Filamento¨ses Wachstum resultiert in hoch viskosen Fermentationsbru¨hen, mit
nicht Newtonschem, pseudoplastischem Verhalten. Dies hat vor allem einen negati-
3Das Pellet besteht aus sehr dicht gepackten Hyphen.
4Das Pellet besteht aus lockeren, oﬀenen mehr ﬁlamento¨sen Myzel.
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ven Einﬂuss auf den U¨bergang von der Gas- in die Flu¨ssigphase. Bei ﬁlamento¨sem
Wachstum ist ein ho¨herer Leistungseintrag notwendig vergleichend zum Pelletwachs-
tum um adequate Durchmischung und Sauerstoﬀu¨bergang zu erreichen (Papagianni,
2004).
Wachstum in Form von freiem Myzel, bei einer Batch Kultivierung mit ausreichen-
der Substratversorgung, zeigt eine homogene Verteilung der Biomasse, der Substrate
und der Produkte, sowie exponentielles Wachstum mit einer konstanten speziﬁschen
Rate (El-Enshasy, 1998).
Die Morphologie von Aspergillus terreus NRRL 1960 wird entscheidend durch die An-
wesenheit von Calcium, Zink und Eisen beeinﬂusst. Die ho¨chste Produktionsrate und
IA-Ausbeute wurde mit sehr lockeren, ausgefransten Pellets mit einem Durchmesser von
0,1-0,5 mm erzielt. Bei kompakten Pellets mit dem gleichen Durchmesser sank die Pro-
duktionsrate (Gyamerah, 1995a).
2.2.3.2 Mathematisches Wachstumsmodell
Das Zellwachstum kann durch mathematische Modelle beschrieben werden. Die Gleichun-
gen sind oft empirisch und basieren auf experimentellen Daten. Das Wachstum einzelliger
Kulturen kann relativ einfach aus der Verdopplung der Zellen bei einer bestimmten Tei-
lungsrate berechnet werden. Zur Beschreibung der Morphologie bei Pilzen sind hingegen
verschiedene Ansa¨tze notwendig. Bei der batch-Kultivierung ﬁlamento¨ser Pilze kann die
Biomassenzunahme analog zum Wachstum einzelliger Mikroorganismen in vier Phasen
eingeteilt werden.
1. lag-Phase:
Werden Kulturen mit Sporen beimpft, keimen diese in der lag-Phase aus und bilden
erste Keimschla¨uche. Die Keimung der Sporen setzt eine physiologische Adaption
wie die Synthese von Enzymsystemen voraus und ha¨ngt von der Erbmasse des Pilzes
und von den Fermentationskonditionen, sowohl den physikalischen als auch den
chemischen, ab. Im großen Maßstab kann das Beimpfen der Kultivierungen mit
Sporen, aufgrund der Mengen die produziert werden mu¨ssen, Probleme mit sich
bringen (Cocker and Greenshields, 1977).
2. Wachstumsphase:
Unter der Annahme, dass der Pilz als freies Myzel vorliegt, die Biomasse, das Sub-
strat und das Produkt gleichma¨ßig verteilt sind, tritt exponentielles Wachstum ein.
Die Zunahme der Biomassenkonzentration wird durch folgende Gleichung beschrie-
ben :
dx
dt
= μx (2.1)
mit:
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x Biomassenkonzentration
t Zeit
μ speziﬁsche Wachstumsrate
Liegt ein unlimitiertes Wachstum vor und ist die Wachstumsrate (Gleichung 2.1)
maximal und konstant, kann die Gleichung integriert und nach μmax aufgelo¨st wer-
den:
μmax =
ln
xt2
xt1
t2 − t1 (2.2)
mit:
xt2 Biomassenkonzentration zur Zeit t2
xt1 Biomassenkonzentration zur Zeit t1
μmax maximale speziﬁsche Wachstumsrate
Nach der Ausbildung von Pellets kann nicht mehr von einer homogenen Verteilung
der Substrate um alle Hyphen ausgegangen werden. Das Wachstum von Pellets kann
durch das Kubikwurzel-Gesetz angena¨hert werden (El-Enshasy, 1998).
3. Stationa¨r-Phase:
Infolge der Limitierung no¨tiger Na¨hrstoﬀkomponenten, der Einstellung eines ungu¨n-
stigen pH-Wertes oder durch Akkumulation hemmender Produkte sinkt die Wachs-
tumsrate. Das Wachstum geht in eine stationa¨re Phase u¨ber. Es besteht ein Gleich-
gewicht zwischen Wachstum und Absterben von Myzel, so dass die Biomassenkon-
zentration relativ konstant bleibt (Papagianni, 2004).
Bei der Kultivierung von A. terreus wird das Wachstum durch die Phosphatkon-
zentration im Medium limitiert. Der Pilz geht beim Unterschreiten von 0,8 mg/l
Phosphat in die stationa¨re Wachstumsphase u¨ber und beginnt mit der Produktion
von Itaconsa¨ure (Welter, 2000).
4. Absterbe-Phase:
Die Bedingungen fu¨r das Wachstum werden aufgrund von Limitierungen der Me-
dienkomponenten und Anreicherungen wachstumshemmender Stoﬀe ungu¨nstiger
und die Biomasse beginnt abzusterben. Die Absterbephase wird durch den Ru¨ck-
gang der Biomasse charakterisiert, da die Rate an lysierenden Zellen das Wachstum
u¨bersteigt (Prosser, 1994).
2.2.3.3 Literaturu¨berblick der Submerskultivierung von Aspergillus terreus
Wa¨hrend der letzten 65 Jahre Forschung zur IA-Produktion durch den Pilz A. terreus
wurden verschiedene Einﬂussparameter auf das Wachstum sowie auf die Itaconsa¨ure Aus-
beute quantiﬁziert (Gyamerah, 1995a,b; Nubel and Ratajak, 1962; Batti and Schweiger,
1963).
Tabelle 2.3 stellt einen U¨berblick der wichtigsten Verfahren der letzten 65 Jahre For-
schung zur IA-Produktion mittels A. terreus dar. Gegenu¨bergestellt werden verschiedene
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Prozessparameter wie die Art des Inoculum, der pH-Wert, die Temperatur, die Endpro-
duktkonzentration und die eingesetzten Reaktorsysteme.
Diese Arbeiten unterschieden sich zum Teil deutlich in ihren Bedingungen. Temperatu-
ren zwischen 30-40 °C, verschiedene Animpfmethoden mittels Sporen oder Biomasse aus
Vorkulturen, deﬁnierte Minimalmedium (Batti and Schweiger, 1963; Welter, 2000) oder
Komplexmedien (mit Ru¨benmelasse (v.Fries, 1966), Maisquellwasser (Okabe et al., 1993;
Lockwood and Reeves, 1945)) fanden Anwendung. Bei den batch-Kultivierungen liegen die
erreichten IA-Endkonzentrationen zwischen 50 und 90 g/l. Eine IA-Endkonzentration von
87 g/l konnte durch ein Fed-batch-Betrieb von v.Fries erzielt werden (v.Fries, 1966). Aus
der Literatur geht keine einheitliche optimale Prozessfu¨hrung zur IA-Produktion hervor,
was einen weiteren Forschungsbedarf auf diesem Gebiet impliziert.
Tabelle 2.3: U¨bersicht der vero¨ﬀentlichten Fermentationen zur Itaconsa¨ureherstellung mit
Aspergillus terreus (Okabe et al., 1993; v.Fries, 1966; Lockwood and Reeves, 1945; Nubel and
Ratajak, 1962; Batti and Schweiger, 1963; Welter, 2000; Dwiarti et al., 2002; Rhone-Poulenc,
1994)
Autor Stamm Reaktortyp T [°C] cIA [g/l] P [g/(lh)] Dauer [d]
Lockwood NRRL 1960 OFK 30 68 0,24 12
Nubel NRRL 1960 STR 40 70,8 0,98 3
Batti NRRL 1960 STR 34 89,5 0,48 7,7
Okabe IFO6365 ALR 40 63 0,66 4
Welter NRRL 1963 SK 37 49 0,4 8
v Fries NRRL 1960 STR 34 86,9 0,66 5,5
Dwiarti TN484-M1 SK 30 80 0,56 6
Rhone-Poulenc NRRL 1960 SK 34 69,7 0,44 6,7
2.2.3.4 Reaktorsysteme
Nach der Konzeptionierung aller notwendigen Medienbestandteile steht die Kultivierung
im Bioreakor im Mittelpunkt eines biotechnischen Prozesses. Bis heute wurde eine Vielzahl
an Reaktorbauformen entwickelt, die meist sehr speziﬁsch auf die entsprechenden Be-
dingungen einer Kultivierung ausgelegt sind und folgende Anforderungen erfu¨llen (Chmiel,
1991):
• Steriler Betrieb
• Eﬃziente Wa¨rmeu¨bertragung
• Schnelle und homogene Durchmischung des Reaktorinhalts: Verteilung der Medien-
bestandteile, Dispersion der Gasphase, Vermeidung von Temperatur- und pH- Gra-
dienten
• Mo¨glichst geringer Leistungseintrag
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• Eignung fu¨r stark scha¨umende Medien
• Vermeidung von Wandwachstum
• Nutzerfreundlichkeit, Flexibilita¨t der Prozessfu¨hrung
Die verschiedenen Bauarten (Abbildung 2.4) unterscheiden sich durch die Art des
Energieeintrages, der Gasverteilung sowie der Art der Stro¨mungsfu¨hrung.
Abbildung 2.4: Verschiedene Bauformen von Bioreaktoren und ihre Grundprinzipien
Durch die Kultivierung myzelbildender Pilze erho¨ht sich aufgrund des ﬁlamento¨sen
Es kann zu versta¨rktem Wandbewuchs, Bewuchs an Einbauten sowie der Zersto¨rung des
Myzels durch zu hohe Scherbeanspruchung kommen. Bei einer Submerskultivierung ﬁ-
lamento¨ser Pilze ist eine homogene, gut durchmischte Zellsuspension nicht trivial. Eine
schlechte Durchmischung kann eine mangelnde Sauerstoﬀversorgung, lokale Na¨hrstoﬄi-
mitierungen sowie eine ungenaue Temperaturregelung zur Folge haben. Daraus resultiert
ein hoher Zellstress, der zur Degeneration des Pilzes fu¨hren kann (Gibbs et al., 2000).
Der Ru¨hrreaktor ﬁndet aufgrund seiner universellen Einsetzbarkeit Anwendung in zahl-
reichen Prozessen sowohl im industriellen als auch im Labormaßstab (Chmiel, 1991).
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Der Umwurfreaktor eignet sich besonders bei stark schaumbildenden Fermentationen.
Durch die Stro¨mungsfu¨hrung und durch die Trombenbildung des Propellerru¨hrers soll der
Schaum mitgerissen und zersto¨rt werden (Deckwer et al., 1987). Da diese Reaktorbau-
form eine gute Durchmischung, auch im Randbereich, und einen hohen Sauerstoﬀeintrag
besitzt wird in dieser Arbeit die Kultivierung des ﬁlamento¨s wachsenden Pilzes A. terreus
vergleichend im Ru¨hrreaktor und im Umwurfreaktor durchgefu¨hrt (Abbildung 2.4). Die
Vor- und Nachteile dieser beiden Reaktorbauformen werden in der Tabelle 2.4 gegenu¨ber
gestellt.
Tabelle 2.4: Gegenu¨berstellung Ru¨hrkessel und Umwurfreaktor (Adler and Flechter, 1983;
Chmiel, 1991; Deckwer et al., 1987; Sittig and Heine, 1977)
Ru¨hrkesselreakor Umwurfreaktor
Stro¨mungsproﬁl radial gefo¨rdert durch Schlaufenstro¨mung um
Scheibenru¨hrer ein Leitrohr
• universell & ﬂexibel einsetzbar • gute Durchmischung auch
• unempﬁndlich gegen im Randbereich
+ A¨nderung der Betriebsdaten • hoher Sauerstoﬀeintrag
• fu¨r hohe Za¨higkeiten geeignet • Schaumzersto¨rung
• wenig Wandwachstum
• schlechte Energieausnutzung • empﬁndlich gegenu¨ber
• Mischungsinhomogenita¨ten vom Auslegungspunkt
− mo¨glich abweichenden Betriebswerten
• eher fu¨r geringe
Za¨higkeiten geeignet
Fu¨r eine industrielle Anwendung ist eine U¨bertragung des Verfahrens (
”
scale up“)
aus dem Labormaßstab (Schu¨ttelkolben-100 l) u¨ber die Technikumsgro¨ße (100-1000 l) in
den Betriebsmaßstab (>1 m3) notwendig (Crueger and Crueger, 1989). Das
”
scale up“
ist problematisch, da durch die geometrische Vergro¨ßerung viele Einﬂussgro¨ßen und Be-
triebsparameter mit unterschiedlicher Auspra¨gung vera¨ndert werden. Fu¨r eine erfolgreiche
Maßstabsu¨bertragung ist eine geometrische A¨hnlichkeit der Reaktoren vorteilhaft (Stor-
has, 2003). Wird bereits im Labor mit Reaktoren normierter Bauart gearbeitet, erleichtert
dies die U¨bertragung der Fermentation in industrielle Gro¨ßenordnungen.
In dieser Arbeit soll das Wachstum, die Morphologie und vor allem die Itaconsa¨ureproduk-
tion des ﬁlamento¨sen Pilzes A. terreus ausgehend von den Kultivierungen im 1 l Maßstab5
in einen 15 l Ru¨hrkesselreaktor der Firma Braun6 untersucht werden.
5Die grundlegenden Untersuchungen zur Medien- und Prozessoptimierung werden auf einem Fermen-
terstand mit vier identischen maßangefertigten 1 l Glas-Ru¨hrreaktoren (Glasgera¨tebau Ochs GmbH,
Bovenden-Lenglern) durchgefu¨hrt.
6Die Abmessungen und Einbauten des Braun Fermenters entsprechen der Dechema-Norm.
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2.3 Produktaufarbeitung
Die Qualita¨t und die Umweltvertra¨glichkeit der Produktaufarbeitung und Produktiso-
lierung tra¨gt maßgeblich zur Beurteilung eines biotechnischen Verfahrens bei. Folgende
Methoden ﬁnden bei der Aufarbeitung von Itaconsa¨ure Anwendung:
• Kontinuierlich oder am Ende einer batch-Kultivierung wird die Biomasse sowie fe-
ste Schwebstoﬀe durch Filtration oder Zentrifugation abgetrennt. Anschließend kann
die Itaconsa¨ure u¨ber mehrere Eindampf- und Ku¨hlprozesse auskristallisiert werden,
wodurch ein industrieller Reinheitsgrad der IA erreicht wird. Setzt man bei Ein-
dampfprozessen Aktivkohle und Filtrationen ein, erha¨lt man hochwertige IA. Die
Restlo¨sung wird durch Flu¨ssig/Flu¨ssig-Extraktion oder Anionenaustausch nachbe-
handelt (Lockwood, 1975).
• Wird bei der Fermentation Glucose oder Saccharose als Substrat eingesetzt, kann
durch Kristallisation ein sauberes Produkt gewonnen werden. Das Ausfa¨llen unlo¨sli-
cher IA Salze ist mo¨glich (Kobayashi, 1971).
• Um die Kosten der Aufarbeitung zu senken werden Technologien wie die Ultra-
ﬁltration zur Myzelabtrennung, bipolare Elektrodialyse (Kobayashi et al., 1972),
Umkehrosmose oder Ionenaustauschverfahren eingesetzt (Kobayashi et al., 1973,
1980).
In dieser Arbeit werden verschiedene Verfahren, wie Elektrodialyse, Reaktivextraktion
und Kristallisation, mit dem Ziel der Aufarbeitung von Itaconsa¨ure betrachtet. Dabei
kommen verschiedene Prinzipien zur Trennung wie elektrische Ionenladung, Vera¨nderung
der Temperatur und damit der Lo¨slichkeit, sowie speziﬁsche chemische Wechselwirkungen
auf molekularer Ebene zur Anwendung.
2.3.1 Elektrodialyse
Bei dem Prozess der Elektrodialyse (ED) werden mit Hilfe von Ionenaustauschermembra-
nen und der treibenden Kraft einer elektrischen Potenzialdiﬀerenz geladene Bestandteile
aus einer wa¨ssrigen Lo¨sung abgetrennt. Die Elektrodialyse wird zur Entsalzung von Meer-
und Brackwasser eingesetzt.
Weitere Anwendungsgebiete sind in der Aufbereitung von Industrieabwa¨ssern, in der Le-
bensmittelindustrie, in der Chemie (Strathmann and Chmiel, 1984), sowie in der Mede-
zintechnik und in der Biotechnologie zu ﬁnden. Die Aufarbeitung mittels Membrantrenn-
verfahren zeigt folgende Vorteile (Rapp, 1995):
• Trennprozesse erfolgen bei Raumtemperatur, so dass keine thermischen Bescha¨di-
gungen der Wertstoﬀe auftreten
• kontinuierliche Fahrweise ist mo¨glich
• Die Anlagen sind relativ unkompliziert und kostengu¨nstig.
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Abbildung 2.5: Modularer Aufbau des Elektrodialyse-Stapels
• Durch Entwicklung und Auswahl geeigneter Membranen kann eine Anpassung an
das Trennproblem erfolgen.
•
”
scale up“ ist mo¨glich
In der Biotechnologie wird die ED z.B. eingesetzt um kontinuierlich Milch- und Ita-
consa¨ure von Fermentationsbru¨hen abzutrennen. Diese Technik stellt eine umweltfreund-
liche Alternative zur konventionellen Zitronensa¨ureaufarbeitung dar, bei welcher enorme
Mengen an Calciumsulfat anfallen, die entsorgt werden mu¨ssen (Moresi and Sappino,
2000). Je nach Anwendung wird das ED-Modul mit mono- oder bipolaren Membranen
in unterschiedlicher Reihenfolge bestu¨ckt (Xu, 2002; Moresi and Sappino, 2000; Rapp,
1995). Die elektrolytische Wasserdissoziation an bipolaren Membranen kann genutzt wer-
den, um Salze wie z.B. Na2SO4 in Sa¨uren und Laugen zu u¨berfu¨hren (Strathmann and
Chmiel, 1984). Die Elektrodialyse wird als batch- oder kontinuierliche Arbeitsweise sowie
bei Gleichspannung oder konstanter Stromdichte betrieben.
2.3.1.1 Aufbau der Elektrodialyse
Die ED-Einheit, auch als Membranstapel (Stack) bezeichnet (Abbildung 2.5), besteht
aus einer Vielzahl von Zellen, die alternierend von Anionen- und Kationenaustauscher-
membranen begrenzt sind und zwischen einer Anode und Kathode angeordnet sind. Die
Endplatten enthalten die Zuﬂu¨sse fu¨r die internen Kreisla¨ufe der Elektrodenspu¨lung, den
Diluat- und Konzentratkreislauf. Zwischen den Membranen sind als Abstandhalter und
fu¨r eine gute hydrodynamische Durchmischung Spacer (Abstandhalter mit Dichtrahmen)
eingebracht (Strathmann and Chmiel, 1984).
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Abbildung 2.6: Funktionsprinzip der Elektrodialyse
2.3.1.2 Funktionsprinzip
Das Prinzip der Elektrodialyse besteht in der Migration von elektrisch geladenen Teil-
chen in einer Elektrolytlo¨sung. Die geladenen Teilchen bewegen sich im elektrischen Feld
und werden mit Hilfe von Ionenaustauschmembranen aus einer Lo¨sung entfernt (Abbil-
dung 2.6). Wiederholende Anordnungen bestehend aus einer Kationenaustauschermem-
bran (KAM), einer Diluatkammer, einer Anionenaustauschermembran (AAM) und einer
Konzentratkammer, den so genannten Zellpaaren, werden in einem Modul (Stack) hinter-
einander geschaltet. (Rapp, 1995). Die Ionenaustauschermembranen ko¨nnen selektiv nur
von einer Ionensorte passiert werden. Dadurch kommt es zur Anreicherung bzw. Abrei-
cherung geladener Bestandteile in den Kompartimenten zwischen den Membranen. Die
abgereicherte Lo¨sung wird als Diluat und die angereicherte Lo¨sung als Konzentrat be-
zeichnet.
• Ionenaustauschermembranen bestehen aus einer Polymermatrix mit fest an die
Membran gebundenen geladenen Gruppen, den so genannten Festionen und den frei
beweglichen Ladungstra¨gern (Abbildung 2.7). Die beweglichen Ionen mit entgegen-
gesetzter Ladung der Festionen werden Gegenionen genannt. Die beweglichen Ionen
mit gleicher Ladung wie die Festionen werden Co-Ionen genannt. Starke Coulomb-
Kra¨fte bewirken einen Ausgleich der Festionenladungen durch entsprechend viele
entgegengesetzt geladene Gegenionen. Bei Ladungsausgleich herrscht innerhalb der
Membran freie Beweglichkeit fu¨r die Gegenionen, weshalb diese auch ausgetauscht
werden ko¨nnen.
Ionenaustauschmembranen mit negativen Festladungstra¨gern lassen bevorzugt de-
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Abbildung 2.7: Kationenaustauscherpolymer mit angrenzender verdu¨nnter Lo¨sung
ren Gegenionen, die Kationen, passieren und werden daher Kationenaustauscher-
membran (KAM) genannt. Sie wirken als Barriere fu¨r Anionen. Ionenaustauschmem-
branen mit positiven Festladungstra¨gern lassen bevorzugt deren Gegenionen, die An-
ionen, passieren und werden daher Anionenaustauschermembran (AAM) genannt.
Sie wirken als Barriere fu¨r Kationen. Dieser Ausschlusseﬀekt bewirkt die fu¨r Ionen-
austauschmembranen charakteristische Selektivita¨t (Rapp, 1995).
• Ionentransport im elektrischen Feld
In einem Elektrolyten wird durch die beweglichen Ionen der elektrische Strom I
u¨bertragen. Anhand des Faradayschen Gesetzes errechnet sich der elektrische Strom
I aus der Summe aller Einzelstro¨me N˙j (Konvektionsﬂuss, diﬀusiver und migrativer
Ionentransport) multipliziert mit der Wertigkeit zj der jeweiligen Komponente, der
Faraday-Zahl F und der vom Strom durchﬂossenen Fla¨che A (Rapp, 1995):
I = F ∗ A
J∑
j=1
zjN˙j (2.3)
Wird dieser Zusammenhang mit der Stromdichte i beschrieben, so formt sich das
Faradaysche-Gesetz zu :
i =
I
A
= F
J∑
j=1
zjN˙j (2.4)
Wird an den Elektroden der ED Elektrizita¨t angelegt, wandern alle positiv gelade-
nen Ionen (Kationen) zu der Kathode und alle negativ geladenen Ionen (Anionen)
zur Anode. Die KAM mit negativ geladenen Festionen erlauben den Transport der
Kationen aber weisen den Transport der Anionen ab. Die AAM wirken dementspre-
chend invers. Wenn die Ionen vom Diluat ins Konzentrat wandern, werden Wasser-
moleku¨le (Hydrathu¨lle der Ionen) gleichzeitig durch die Membranen transportiert.
Dieser Nettoﬂuss von Wasser u¨ber die Membran wird auch als Elektroosmose be-
zeichnet (Ling et al., 2002).
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• Grenzstromdichte
Ein Trennprozess wird nach der erzielten Produktreinheit beurteilt. Bei Elektro-
membranverfahren ha¨ngt dieses maßgeblich von der Selektivita¨t der eingesetzten
Ionenaustauschermembranen ab. AAM sind im Idealfall nur durchla¨ssig fu¨r das ab-
zutrennende Anion. Es kommt aber zum Mittransport anderer Anionen, z.B. andere
organische Sa¨uren, so dass der Konversionsgrad sinkt.
Idealerweise ist die Membran nur fu¨r das abzutrennende Anion durchla¨ssig, so dass
dieses in der Membran eine sehr hohe Beweglichkeit besitzt. In der Lo¨sungspha-
se ist die Beweglichkeit geringer, da auch andere Ionen im Feld migrieren. Der
migrative Nachtransport des abzutrennenden Anions (Gegenion) aus der Lo¨sung
ist somit geringer, als der Abtransport des Ions u¨ber die Membran, wodurch sich
eine Konzentrationsdiﬀerenz ergibt. Beiderseits der Membran bilden sich Diﬀusi-
onsgrenzschichten. Steigert man die Stromdichte (siehe Gleichung 2.4), steigt der
Konzentrationsgradient in der Grenzschicht. Auf der Seite des Diluates sinkt die
Konzentration der permeierenden Ionen (abzutrennendes Anion), wohingegen sie
auf der Konzentratseite zunimmt. Die Stromdichte kann solange erho¨ht werden, bis
am U¨bergang von Grenzschicht zu Membran (diluatseitig) die Konzentration des
Ions auf nahe null sinkt. Es fehlen freie Ladungstra¨ger fu¨r den Stromtransport. Die
diesem Zustand zugeordnete maximale Stromdichte wird als Grenzstromdichte ilim
bezeichnet (Cowan and Brown, 1959; Novalic et al., 1995; Rapp, 1995).
Ist die Konzentration der Ionen auf fast Null gesunken, so setzt die Spaltung von
Wassermoleku¨len ein. Es bilden sich H+ und OH− Ionen die den Ladungstransport
u¨bernehmen. Dies ist aus folgenden Gru¨nden unerwu¨nscht:
– Wasserspaltung ist ein energiezehrender Vorgang, was sich negativ auf die
Stromausbeute auswirkt.
– Es ﬁndet eine starke Verschiebung des pH-Wertes statt (Absenkung im Diluat,
Anhebung im Konzentrat). Dieses kann dazu fu¨hren, dass das Lo¨slichkeitpro-
dukt des Ions (IA) u¨berschritten wird und es zu Ablagerungen auf oder in der
Membran kommt. Die Ablagerungen auf den Membranen vermindern die eﬀek-
tive Membranﬂa¨che und es kann zur Zersto¨rung der Membran kommen (Rapp,
1995).
Eine Elektrodialyse-Anlage wird aufgrund der Investitionskosten mit der minimal
beno¨tigten eﬀektiven Membranﬂa¨che betrieben. Diese kann mit Hilfe der Grenz-
stromdichte ilim bestimmt werden. Beim spannungskonstanten Betrieb gibt es eine
Grenzspannung. Pro Membran im Elektrodialyse Modul kann eine Spannung von
1-1,5 Volt angelegt werden (Strathmann and Chmiel, 1984).
2.3.1.3 Kennzahlen der Elektrodialyse
Ein Elektrodialyse Prozess kann durch anlagen- und prozessspeziﬁsche Kennzahlen beur-
teilt werden (Moresi and Sappino, 2000):
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• Konversionsgrad: Maß fu¨r den Erfolg der ED bzw. eines Verfahrens; Menge u¨berge-
gangener Itaconsa¨ure in Prozent [%]
• elektr. Energie: E = U ∗ I ∗ t [kWh]
• speziﬁscher Energieverbrauch:  [kWh/kg IA]
• Raum-Zeit Ausbeute (Massentransfer): RZA [mmol/(lh)]
• Widerstand: R = U/I [Ω ]
• Elektrische Ladungsmenge: Q = I ∗ t [C] bzw. [Ah]
Bei der Elektrodialyse mit konstanter Betriebsspannung fa¨llt der Strom nicht linear
ab. Daher wird die elektrische Ladungsmenge Q u¨ber die Integration der Stromsta¨rke u¨ber
die Elektrodialyse Zeit in Stunden bestimmt. Der Abbruch der Elektrodialyse wird u¨ber
den elektrischen Widerstand R ermittelt. Der elektrische Widerstand ist als Kehrwert des
Leitwertes G (Leitfa¨higkeit) deﬁniert.
2.3.2 Flu¨ssig/Flu¨ssig-Extraktion
Die Flu¨ssig/Flu¨ssig-Extraktion ist ein thermodynamisches Verfahren, bei der bestimm-
te Substanzen aus ﬂu¨ssigen Stoﬀgemischen mittels Lo¨sungsmittel selektiv herausgelo¨st,
ausgewaschen oder ausgelaugt werden. Das Lo¨sungsmittel (Extraktionsmittel E) entzieht
dem Gemisch aus Tra¨gerstoﬀ und dem abzutrennendem Stoﬀ X (Raﬃnat R + X) diesen
Stoﬀ X. Fu¨r den Stoﬀaustausch ist eine intensive Durchmischung des Raﬃnates (wa¨ssrige
Phase) mit dem Extraktionsmittel (organische Phase) notwendig, um eine ausreichende
Kontaktzeit fu¨r den Austausch zu erzielen. Der sich nun im Extraktionsmittel beﬁndende
Stoﬀ X kann in einem weiteren Verfahrensschritt (Reextraktion) herausgelo¨st werden.
Die Voraussetzung einer Flu¨ssig/Flu¨ssig-Extraktion ist die Nichtlo¨slichkeit von Tra¨gerstoﬀ
und Extraktionsmittel, bzw. eine genu¨gend große Mischungslu¨cke. In Abha¨ngigkeit von
der zu extrahierenden Substanz werden organische oder anorganische (Wasser) Lo¨sungs-
mittel eingesetzt (Mersmann, 2005).
Einsatzbereiche fu¨r Extraktionsverfahren sind z.B.:
• Abwasserreinigung: Aceton beladener Abwasserstrom gereinigt mit Toluol; Entfer-
nung von Sa¨ureresten aus wa¨ssrigen Mischungen
• Aufreinigung: Organische Sa¨uren aus Fermentationsbru¨hen
• Hydrometallurgie: Metallsalzgewinnung, Aufarbeitung von Kernbrennstoﬀen
Die Reaktivextraktion nutzt zusa¨tzlich eine Reaktivkomponente, die mit dem Stoﬀ
X in Wechselwirkung tritt. Es bildet sich ein Komplex aus dem ionisierten Stoﬀ X und
einem Ion mit entgegengesetzter Ladung. Dieser Komplex ist weniger hydrophil und kann
so besser in die organische Phase extrahiert werden. Die Reaktivextraktion ﬁndet z.B.
Anwendung bei:
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• Extraktion von Lebensmittelfarben: Dabei wurden Tetrabutylammonium und Trioc-
tylamin eingesetzt. Trioctylamin war aufgrund der ho¨heren Hydrophobizita¨t besser
geeignet und wurde fu¨r die Extraktion von Benzoesa¨ure und Salicylsa¨ure untersucht
(Puttemans et al., 1984a).
• Ru¨ckgewinnung von Carbonsa¨uren:
– Citronensa¨ure: Bei der kontinuierlichen Fermentation des Pilzes Aspergillus
niger wird die produzierte Citronensa¨ure aus der Fermentationsbru¨he mit ei-
nem Gemisch aus Octanol, Kerosin und Tridocylamin extrahiert. Anschließend
wird die abgereicherte Fermentationsbru¨he u¨ber Aktivkohle geleitet und in den
Fermenter zuru¨ckgefu¨hrt (Wieczorek and Brauer, 1998).
– Essigsa¨ure/Milchsa¨ure: Ein Gemisch aus 1-Butanol und Trihexylamin (THA)
erwies sich bei der Extraktion von Essigsa¨ure im Vergleich zu anderen Lo¨sungs-
mitteln, wie Octanol, Ethylhexanol, Diisopropylether, Diisopropylketon, Me-
thylisobutylketon und Toluol, sowie anderen Tri-n-Alkylaminen als geeignetes
Extraktionssystem.
Dieses Extraktionssystem wurde auf die Milchsa¨ureaufreinigung erfolgreich
u¨bertragen. Zur anschließenden Trennung des Butanol-Wasser-THA-Milchsa¨ure-
Gemisches wurde das Butanol und Wasser abdestilliert und die Sa¨ure in einem
weiteren Schritt mit einer konzentrierten Ammoniaklo¨sung reextrahiert.
Der Einsatz von la¨ngerkettigen Tri-n-Alkylaminen, wie Trioctylamin, zeigte
keine signiﬁkante Verbesserung des Extraktionserfolges (Jung et al., 2000).
– Gluconsa¨ure: Mittels der Reaktivextraktion wird die Gluconsa¨ure aus Fer-
mentationslo¨sungen isoliert. Als optimales Trennsystem wurde 1-Butanol als
Lo¨sungsmittel und Trioctylamin als Reaktivkomponente ermittelt (Hirth et al.,
2002).
Aufbauend auf obigen Erkenntnissen werden in dieser Arbeit Untersuchungen zur Ex-
traktion, mit verschiedenen Lo¨sungsmitteln und Trioctylamin, von Itaconsa¨ure aus der
Fermentationsbru¨he durchgefu¨hrt.
• Trioctylamin (N,N-Dioctyl-1-octaamin, Abbildung 2.8) hat ein Molekulargewicht
von 353,68 g/mol und stellt aufgrund des freien Elektronenpaars am zentralen Stick-
stoﬀatom und der langen Alkylreste einen Elektronendonor mit einer hohen Lewis
Basizita¨t dar. Aufgrund dessen besitzt es eine hohe Aﬃnita¨t zur Anlagerung acider
Moleku¨le (Komplexbildung) und eignet sich zur Reaktivextraktion von organischen
Sa¨uren (Hirth et al., 2002). Der Komplex wurde durch infrarotspektroskopischer
Untersuchungen sowie der Interpretation von Massenwirkungsbeziehungen na¨her
beschrieben (Tamada and King, 1990). Dabei tritt das erste Sa¨uremoleku¨l direkt
mit dem Amin in Wechselwirkung und bildet einen (1,1)-Komplex (Abbildung 2.9),
dessen Bindungscharakter zwischen dem einer Ionenpaar- und einer Wasserstoﬀ-
bru¨ckenbindung liegt.
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Abbildung 2.8: Strukturformel Trioctylamin (TOA)
Abbildung 2.9: Bindungscharakter des (1,1)-Komplexes
• Butanol besitzt eine Hydroxylgruppe und konkurriert mit anderen Sa¨uremoleku¨len
um die Anlagerung an die zweite Carboxylgruppe des Sa¨uremoleku¨ls im (1,1)-
Komplex und dient als Lo¨sungsmittel fu¨r den Amin-Sa¨ure-Komplex. Dabei sta-
bilisiert das Lo¨sungsmittel den Komplex u¨ber eine Wasserstoﬀbru¨ckenbindung (Ab-
bildung 2.10).
Abbildung 2.10: Solvatation des Komplexes
Fu¨r die Reaktivextraktion organischer Sa¨ure, vor allem fu¨r Gluconsa¨ure, eignet sich
Butanol aufgrund der kurzen Alkylkette optimal als Lo¨sungsmittel (Hirth et al.,
2002). Da es die maximale Wechselwirkung mit dem Komplex aufweist erho¨ht es
den Verteilungskoeﬃzienten K des Stoﬀes X in Bezug auf die organische Phase.
K =
corganischePhase
cwa¨ssrigePhase
(2.5)
Die Dissoziation einer organischen Sa¨ure wird u¨ber den pH-Wert beeinﬂusst. Die Ita-
consa¨ure kann daher mittels Extraktion und Reextraktion7 aufgearbeitet werden. Bei
einem niedrigen pH-Wert liegt die undissoziierte Form der Sa¨ure vor und wird in die or-
ganische Phase extrahiert. Bei einem pH-Wert Anstieg reichert sie sich in der wa¨ssrigen
Phase an und wird somit reextrahiert (Hirth, 2003).
Fu¨r die Eignung einer mo¨glichen In-situ Produktabtrennung soll die Extraktion der IA
mit la¨ngerkettigen Alkoholen getestet werden, da die Lo¨slichkeit des Lo¨sungsmittels in der
7Ru¨ckgewinnung der Itaconsa¨ure in die wa¨ssrige Phase mittels wa¨ssriger Ammoniaklo¨sung
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wa¨ssrigen Phase mit zunehmender Kettenla¨nge abnimmt (Tabelle 2.5). Außerdem muss
untersucht werden inwieweit die IA-Produktion durch Spuren dieses Extraktionssystemes
beeinﬂusst wird.
Tabelle 2.5: Wasserlo¨slichkeit (w/w) organischer Lo¨sungsmittel bei 20 °C (1-Butanol, 1-
Octanol), 25 °C (1-Decanol) (Merck, 2003)
1-Butanol 1-Octanol 1-Decanol
Lo¨slichkeit [g/1000g] 77 0,3 0,037
2.3.3 Kristallisation
Die Kristallisation ist ein physikalisches Verfahren. Eine mit gelo¨stem Feststoﬀ gesa¨ttigte
Lo¨sung wird abgeku¨hlt und der Feststoﬀ fa¨llt aus. Es ﬁndet Einsatz bei der Reinigung
eines kristallinen Rohproduktes, das heißt bei der Abtrennung von:
• Physikalischen Verunreinigungen (z.B. Biomasse)
• Chemischen Verunreinigungen (Nebenprodukte, z.B. organische Sa¨uren)
Das Hauptziel in der Verfahrenstechnik ist die Produktisolierung mit einer mo¨glichst ho-
hen Reinheit und Qualita¨t. Wird die Sa¨ttigungstemperatur ausreichend unterschritten,
bilden sich Kristallkeime der auszukristallisierenden Komponente, es kommt zur Phasen-
umwandlung und zum Ausfall fester Kristalle (mikrokristallines Pulver oder kristalline
Substanz), welche anschließend abﬁltriert werden ko¨nnen (Kreitmeier, 2001). Der Prozess
kann bis zum Erreichen der gewu¨nschten Qualita¨t mehrfach wiederholt werden (Storhas,
2003). Aufgrund des stark temperaturabha¨ngigen Lo¨slichkeitsverhaltens der Itaconsa¨ure
ist eine Kristallisation als Aufarbeitungsschritt mo¨glich (Abbildung 2.11) (Pﬁzer, 1972).
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Abbildung 2.11: Wasserlo¨slichkeitskurve der Itaconsa¨ure nach Pﬁzer (Pﬁzer, 1972)
Kapitel 3
Material und Methoden
Die vorliegende Arbeit wurde mit dem ﬁlamento¨s wachsenden Pilz Aspergillus terreus
durchgefu¨hrt. Im folgendem werden die Kultivierungsbedingungen sowie die eingesetzte
Analytik beschrieben. Wa¨hrend der gesamten Arbeit wurden Sporensuspensionen und
beimpfte Medien mit schra¨g abgeschnittenen Pipettenspitzen pipettiert. Weiterhin wur-
den alle Lo¨sungen mit Reinstwasser angesetzt (Millipore, Milli Qplus 185).
3.1 Kultivierungsbedingungen
3.1.1 Organismus/Stammhaltung
In dieser Arbeit wurden die Sta¨mme Aspergillus terreus aus den Jahren 1960 und 1963
kultiviert, die im Northern Research Laboratory (NRRL) isoliert wurden sind. Zur Un-
tersuchung und Optimierung der Itaconsa¨ureproduktion diente der an der FAL gescreen-
te Stamm Aspergillus terreus LU02b. Eine Stammidentiﬁzierung der DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig) ergab die Zugeho¨rig-
keit zu
”
Aspergillus terreus Thom“.
Die Stammhaltung erfolgte in Form von Kryostockkulturen bei -80 °C in sterilem Glycerin
(≈ 50 Vol.-%). Um Mutationen des Stamms zu vermeiden und fu¨r die Vergleichbarkeit
der verschiedenen Versuchsansa¨tze wurden alle Versuchsreihen mit frisch hergestellten
Arbeitskulturen durchgefu¨hrt.
• Herstellung der Arbeitskultur
Zur Herstellung der Arbeitskultur wurde eine Stammkultur bei Raumtemperatur
aufgetaut. Je Agarplatte (Czapek-Dox Agar (Merck), je nach Anzahl der Versuche
zwischen 6 und 20 Stu¨ck) wurden 60 μl Sporensuspension/Glycerin-Gemisch der
Stammkultur mit einem sterilen Glasspatel ausplattiert und vier Tage bei 30 °C
inkubiert. Anschließend wurden 6 ml NaCl-Lo¨sung (0,9 % w/v) auf die bewachsene
Agarplatte pipettiert und die Sporen mit einer Platinimpfo¨se in der Lo¨sung sus-
pendiert. Die Sporensuspensionen der einzelnen Agarplatten wurden in eine sterile
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Schottﬂasche u¨berfu¨hrt. Die Konzentration dieser Suspension wurde mittels Za¨hl-
kammer (Kapitel 3.2.5, Seite 43) bestimmt und die Sporensuspension diente als
Inokulum fu¨r die Versuche.
• Herstellung der Kryostockkultur (Stammkultur)
Czapek-Dox Agarplatten (Merck), wurden mit der Sporensuspension beimpft. Nach
einer vierta¨gigen Inkubation bei 30 °C erfolgte die Ernte der Sporen. Dazu wurden
ca. 6 ml NaCl-Lo¨sung (0,9 % w/v) auf die bewachsene Agarplatte pipettiert und die
Sporen mit einer Platinimpfo¨se in der Lo¨sung suspendiert. Die Sporensuspension
wurde in eine autoklavierte (20 Minuten, 121 °C) Schottﬂasche u¨berfu¨hrt. In 2 ml
sterile Kryogefa¨ße wurden je 700 μl steriles Pharmaglycerin vorgelegt. Das gleiche
Volumen an Sporensuspension wurde hinzu pipettiert und gut vermischt. Anschlie-
ßend erfolgte eine Schockfrierung mittels ﬂu¨ssigem Stickstoﬀ und eine Lagerung bei
-80 °C.
3.1.2 Medien und Kultivierungsbedingungen
Das optimierte Standardproduktionsmedium ist in der Tabelle 3.1 dargestellt. Die Me-
dienkomponenten wurden getrenntt als Stammlo¨sungen angesetzt und der pH-Wert jeweils
mit 1 M H2SO4 auf 3,1 eingestellt. Die Stammlo¨sungen wurden anschließend separat bei
121 °C fu¨r 20 Minuten sterilisiert, um mo¨gliche Vera¨nderungen/Reaktionen der Substan-
zen bei hohen Temperaturen z.B. Maillard-Reaktion auszuschließen. Bei der CaCl2 Lo¨sung
wurde der pH-Wert nicht eingestellt um ein Ausfa¨llen von CaSO4 zu vermeiden. Die FeCl3
+ H2O Lo¨sung wurde nicht autoklaviert sondern steril ﬁltriert. Die Glucose wurde in der
Menge Wasser gelo¨st, so dass das Gesamtvolumen des Glucose/Wasser Gemisches zusam-
men mit den Einzelvolumina der Stammlo¨sungen 1 l betrug (Glucose/Wasser Gemisch =
865,69 ml). Der pH-Wert des Glucose/Wasser Gemisches wurde mit 1 M H2SO4 auf 3,1
eingestellt und sterilisiert (121 °C, 20 Minuten).
Die Zusammenstellung des Mediums aus den Stammlo¨sungen erfolgte aseptisch unter der
Sterilwerkbank.
Tabelle 3.1: Standardproduktionsmedium fu¨r die Kultivierung von Aspergillus terreus
Komponente M csoll Stammlsg. Einwaage Element c(x)soll
g/mol g/l g/l ml/l x mg/l
KH2PO4 136,02 0,1 16 6,25 K/PO4 28,7/69,8
NH4NO3 80 3 80 37,5 N (NH4) 525
MgSO4*7H2O 246,5 1 20 50 Mg/S 98/13
CaCl2*2H2O 146,97 5 200 25 Ca 1363
FeCl3*6H2O 270,19 0,00167 0,3 5,56 Fe 0,345
ZnSO4*7H2O 287,45 0,008 1,6 5 Zn 1,82
CuSO4*5H2O 249,6 0,015 3 5 Cu 3,82
Glucose 180,16 120-180
H2OMillipore 18 ad. 1 l
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3.1.3 Kultivierung von Aspergillus terreus in Schu¨ttelkolben
Die Kultivierung wurde in 250 ml Schu¨ttelkolben mit drei Schikanen und 100 ml Arbeits-
volumen (Medium siehe Tabelle 3.1) durchgefu¨hrt. Alle Versuche erfolgten mindestens im
Doppelansatz, bei 120 Upm (50 mm Auslenkung des Schu¨ttlers) und 33 °C.
• Durchfu¨hrung der Kultivierung
Das Standardproduktionsmedium (Tabelle 3.1) wurde fu¨r einen Versuchsansatz in
einer autoklavierten Schottﬂasche mit Ru¨hrkern angesetzt, mit der entsprechenden
Menge an Sporen (Herstellung siehe Kapitel 3.1.1) zu einer Endkonzentration von
1*106 Sporen/ml angeimpft und anschließend auf die Schu¨ttelkolben (je 100 ml)
aufgeteilt. Die Kolben wurden gewogen und bei 33 °C inkubiert.
• Probenahme
Fu¨r die Probenahme (einmal ta¨glich) wurde jeder Kolben einzeln dem Schu¨ttler
entnommen und wa¨hrend der gesamten Probenahme per Hand weiter geschu¨ttelt,
um die Sauerstoﬀversorgung zu sichern. Zu Beginn der Probenahme wurde der Kol-
ben gewogen, die Gewichtsdiﬀerenz bestimmt und a¨quivalente Menge an sterilem
Reinstwasser nachdosiert. Unter der Sterilwerkbank wurden je Kolben zweimal 1 ml
Kulturbru¨he entnommen und fu¨r die Biotrockenmassenbestimmung (Kapitel 3.2.1,
Seite 38), fu¨r die HPLC Analytik (Kapitel 3.2.2, Seite 39) sowie fu¨r die externe
pH-Wert Messung (Kapitel 3.2.3, Seite 42) verwendet. Anschließend wurde erneut
das Gewicht notiert und der Kolben zuru¨ck in den Inkubator platziert.
Tabelle 3.2: Gera¨teliste fu¨r die Kultivierung von Aspergillus terreus im Schu¨ttelkolben
Gera¨t Typ Hersteller
Inkubatoren Minitron; 50 mm Schwenkbewegung MT INFORS, Bottmingen
Trockenschrank UE 400 1400 W Memmert, Schwabach
Autoklav 2540 ELC Tuttnauer, Breda Niederlande
Autoklav Fedegari Tecnomara AG, Zu¨rich
Sterilwerkbank Herasafe Heraeus Instruments, Hanau
Waage Ew 3000-2M KERN EW, Balingen
Analysenwaage Sartorius AnalyticA 200S. Sartorius, Go¨ttingen
Magnetru¨hrer RCT basic IKA-Werke, Staufen
Schu¨ttler TOP-MiX 94323 Bioblock Scientiﬁc Heidolph, Balingen
Zentrifuge Centrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg
pH Elektrode InLab Micro Mettler Toledo, Giessen
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3.1.4 Kultivierung von Aspergillus terreus in der 1,5 l Multi-
fermenteranlage
Die verwendete Multifermenteranlage ist ein Fermenterstand mit vier baugleichen maß-
angefertigten 1,5 l Glasru¨hrreaktoren (Glasgera¨tebau Ochs GmbH, Bovenden-Lenglern).
Der Aufbau der vier Reaktoren, inklusiv die Anordnung der Einbauten, war identisch,
es wurden die gleichen Messgera¨te und Elektronen verwendet, um reproduzierbar und
vergleichend kultivieren zu ko¨nnen.
Die Betriebsparameter einer Standardfermentation sind:
• 1 l Arbeitsvolumen, Standardproduktionsmedium (Tabelle 3.1)
• 33 °C
• 25 % Sauerstoﬀsa¨ttigung
• 470 Upm Ru¨hrerdrehzahl
• Start pH 3,1 ungeregelt
• Inokulum: Sporen, 1*106 Sporen/ml
3.1.4.1 Aufbau der Multifermenteranlage
Die vier Reaktoren besitzen je einen Doppelmantel fu¨r die Temperierung u¨ber einen ex-
ternen Thermostaten, einen PEEK (Polyetheretherketon)-Deckel mit den mo¨glichen An-
satzstutzen fu¨r Elektroden, Begasung1, Abluft, Probenahme sowie fu¨r das Ru¨hrgesta¨nge
(Abbildung 3.1). Zwischen dem PEEK-Deckel und dem Glasreaktor wird in einer dafu¨r
vorgesehenen Nut ein Silikondichtring eingelegt und der Deckel und Reaktor mittels eines
Metallspannringes luftdicht verschlossen.
Die Messgera¨te der pH-, Redox- sowie Sauerstoﬀelektroden wurden u¨ber eine analog/digital
Schnittstelle an den Computer angeschlossen und die Daten von der Software DaisyLab
6.0 weiter verarbeitet. Die Begasung des Fermenter 1 erfolgte mittels eines Sauerstoﬀreg-
lers (Low-P-Flow, Bronkhorst HiTech, Ruurlo NL) Software gesteuert, wohingegen die
Begasungsraten der Fermenter 2-4 manuell an dem Nadelventil eingestellt wurden.
3.1.4.2 Durchfu¨hrung einer Kultivierung
1. Zusammenbau der Bioreaktoren:
Die Glasreaktoren wurden gru¨ndlich gereinigt, getrocknet und anschließend mit dem
Substrat und Reinstwasser befu¨llt. Der pH-Wert wurde mit 1 M H2SO4 auf pH
3,1 eingestellt. Die beno¨tigten Komponenten, wie Belu¨ftung, Ru¨hrer, Probenahme,
1Die Druckluft wird u¨ber ein Vordruckminderer auf 1 bar begrenzt, der Luftstrom wird mittels Nadel-
ventil versuchsabha¨ngig eingestellt und u¨ber einen Sterilﬁlter, 0,22 μm, in die Edelstahlfritte des Reaktors
eingeleitet.
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Abbildung 3.1: Reaktoraufbau und Abmessungen des 1,5 l Glasru¨hrreaktors
Abluft und O¨ﬀnungen fu¨r Elektroden wurden installiert und das Gewicht der zum
Autoklavieren fertigen Reaktoren wurde bestimmt.
2. Sterilisation der Bioreaktoren:
Die Reaktoren wurden in einem Autoklav fu¨r 20 Minuten bei 121 °C und 1 bar
U¨berdruck sterilisiert. Nach dem Autoklavieren und Abku¨hlen der Reaktoren auf
Raumtemperatur erfolgte ein erneutes Wiegen und die Gewichtsdiﬀerenz, die Menge
des verdunsteten Wassers, wurde durch Zugabe von sterilem Reinstwasser ausgegli-
chen.
3. Start der Kultivierung:
Die sterilen Fermenter wurden an den Fermenterstand angeschlossen, d.h. sie wur-
den in Reihe an den Thermostaten angeschlossen und die Temperierung auf 33 °C
gestartet. Weiterhin wurden die Abluftku¨hler (Glasru¨ckﬂussku¨hler) in Reihe an den
Ku¨hlkreislauf des Kryostaten angeschlossen und auf 2 °C temperiert.
Die Sauerstoﬀelektroden wurden gereinigt, der Elektrolyt gewechselt, mindestens
sechs Stunden polarisiert und anschließend oberﬂa¨chendesinﬁziert in die Reaktoren
eingebaut. Die Redoxelektroden wurde mit einem Redoxpuﬀer u¨berpru¨ft und eben-
falls oberﬂa¨chendesinﬁziert eingesetzt. Die separat sterilisierten Lo¨sungen der Salze
und Spurenelemente (Tabelle 3.1, Seite 29) wurden unter der Sterilbank in einer
sterilen Animpﬄasche zusammengefu¨gt und den Reaktoren zugegeben.
Nachdem die Temperatur der Reaktorinhalte 33 °C betrug wurden die Reaktoren
stark begast um das Medium mit Sauerstoﬀ zu sa¨ttigen. Anschließend wurde die
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Zuluft wieder geschlossen, die Sauerstoﬀelektroden kalibriert und das Medium mit
1*106 Sporen/ml beimpft. Gleichzeitig wurde die Datenaufnahme der online Mes-
sungen (Redoxsignal, pH-Wert und Sauerstoﬀpartialdruck sowie bei Fermenter 1 die
Sauerstoﬀregelung) gestartet.
4. Fermentationsverlauf
Die Keimung der Sporen und damit die Sauerstoﬀzehrung setzte innerhalb der er-
sten 8 h ein. Fiel der Sauerstoﬀpartialdruck infolge der Sauerstoﬀzehrung des Pilzes
unter 20 % wurde bei den Fermenter 2-4 die Zuluft u¨ber das Nadelventil manuell
geo¨ﬀnet. Im Fermenter 1 setzt die Zuluftregelung durch die Software beim Unter-
schreiten eines gewissen Levels ein und hielt den Sauerstoﬀpartialdruck konstant auf
25 %.
Nach dem Start der Belu¨ftung wurde zur Vermeidung von Schaumbildung je Re-
aktor 0,3 ml Antischaummittel (Ucolup N-115, Brenntag Mu¨hlheim/Ruhr) zuge-
geben. Wa¨hrend der Wachstumsphase wurde zweimal ta¨glich eine Probe mittels
steriler Einwegspritzen (10 ml sterile Spritze, je 3 ml Probe) entnommen, in 1,5 ml
Reaktionsgefa¨ße u¨berfu¨hrt und wie in Kapitel 3.2.1, Seite 38 beschrieben sofort auf-
gearbeitet. Wa¨hrend der sta¨rksten Produktionsphase wurde dreimal ta¨glich und am
Ende der Kultivierung einmal ta¨glich Proben entnommen und aufgearbeitet. Eine
Standardkultivierung dauerte zwischen 8 und 10 Tage.
5. Abbruch der Kultivierung
Die Kultivierung wurde beendet wenn durch die zeitnahe HPLC Analytik (Kapi-
tel 3.2.2, Seite 39) keine wesentlichen Vera¨nderungen der IA-Produktion sowie des
Glucoseverbrauchs ermittelt wurden. Die Datenaufzeichnung durch DaisyLab wur-
de gestoppt, die Messgera¨te ausgeschaltet, die Elektroden ausgebaut, desinﬁziert
und gereinigt. Die Reaktoren wurden abgebaut, 20 Minuten bei 121 °C und 1 bar
U¨berdruck sterilisiert und anschließend gru¨ndlich gereinigt.
3.1.5 Kultivierung von Aspergillus terreus im 3 l Umwurfreak-
tor
Der 3 l Glas-Umwurfreaktor der Firma Meredos besaß ein Leitrohr aus Glas sowie einen
Propellerru¨her, mit Antrieb von oben (Abbildung 3.2).
Die Temperierung erfolgte u¨ber einen externen Thermostaten der den Fermenterinhalt
u¨ber drei Edelstahlrohre, die gleichzeitig das Innenrohr zentriert hielten, erwa¨rmte. Die
Temperaturkontrolle erfolgte im Medium mit einem Alkoholthermometer und die Probe-
nahme u¨ber eine Edelstahlkanu¨le.
Die Abluft wurde durch einen Abluftku¨hler (Glasru¨ckﬂussku¨hler) geleitet, welcher mit-
tels eines Kryostaten auf 2 °C geku¨hlt wurde. Zwischen dem Fermenterdeckel und dem
Glasko¨rper des Umwurfreaktors wurde in einer dafu¨r vorgesehenen Nut ein Silikondicht-
ring eingelegt und der Deckel und Reaktor mit einem Metallspannring luftdicht verschlos-
sen.
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Abbildung 3.2: Reaktoraufbau und Abmessungen des 3 l Umwurfreaktors (Meredos)
Bei diesem Umwurfreaktor erfolgte der Einbau der Einbauten von oben. Um die Stro¨-
mungsfu¨hrung durch Einbauten mo¨glichst gering zu halten wurde nur das Thermometer
zur Temperaturkontrolle und die Sauerstoﬀelektrode eingesetzt. Die online Datenerfas-
sung des Sauerstoﬀpartialdruckes erfolgte durch die Software DaisyLab 6.0. Die Belu¨ftung
wurde manuell geregelt. Die Druckluft wurde durch einen Vordruckminderer auf 1 bar be-
grenzt, der Luftstrom mittels Nadelventil eingestellt und u¨ber einen Sterilﬁlter (0,22 μm)
in die Kunststoﬀfritte des Reaktors eingeleitet. Auch hier galt der Richtwert 20 % pO2.
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Die Belu¨ftungsrate betrug maximal 0,03 vvm.
Die Durchfu¨hrung erfolgte wie im 1,5 l Ru¨hrreaktor (Kapitel 3.1.4.2, Seite 31) mit
folgenden Betriebsparametern:
• 2,4 l Arbeitsvolumen, Standardproduktionsmedium (Tabelle 3.1, Seite 29)
• 34 °C, 20 % Sauerstoﬀsa¨ttigung
• 700 Upm Ru¨hrerdrehzahl, mit steigender Viskosita¨t auf 730 Upm erho¨ht
• Start pH 3,1 ungeregelt
3.1.6 Kultivierung von Aspergillus terreus im 15 l Ru¨hrreaktor
Die Kultivierung im 15 l Ru¨hrkesselreaktor Biostat E (Braun, Melsungen, Abbildung 3.3)
wurde unter folgenden Betriebsparametern durchgefu¨hrt:
• 10 l Arbeitsvolumen, Standardproduktionsmedium (Tabelle 3.1, Seite 29)
• 34 °C, 20 % Sauerstoﬀsa¨ttigung
• 350 Upm Ru¨hrerdrehzahl
• Start pH 3,1 ungeregelt
Die pO2- und Temperaturregelung und die Einstellung der Ru¨hrerdrehzahl erfolg-
te u¨ber die zum Reaktor geho¨rige Schalttechnik. Die Vorbereitung und der Betrieb der
Fermentation wurden vergleichbar wie in den 1,5 l Glasru¨hrreaktoren (Kapitel 3.1.4.2,
Seite 31) sowie nach Anleitung der Betriebsanweisung durchgefu¨hrt. Die online Daten-
erfassung des Sauerstoﬀpartialdruckes, der Ru¨hrerdrehzahl und der Temperatur erfolgte
durch die Software DaisyLab 6.0.
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Abbildung 3.3: Reaktoraufbau und Abmessungen des 15 l Ru¨hrkesselreaktors (Braun, Biostat
E)
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Tabelle 3.3: Gera¨teliste der verschiedenen Reaktoren
Gera¨t Modell Hersteller
Bioreaktor 1,5 l Maßanfertigung Glasgera¨tebau Ochs GmbH,
Bovenden-Lenglern
Vordruckminderer 0-1,5 bar WIKA, Klingenberg
Nadelventil 0-2 l/min, B-817 Porter Instrument Company
Hatﬁeld USA
pO2-Elektrode PN 5220025 Mettler Toledo, Giessen
pO2-Messgera¨t O2-4100 Mettler Toledo, Giessen
pO2-Regler Low-P-Flow Bronkhorst HiTech,
Ruurlo NL
Ru¨hrer Ikamag REO IKA-Werte, Staufen
Redoxelektrode F14805-SC-DPAS-K8S/120 Mettler Toledo, Giessen
Digital pH/mV/ GPRT 1400A Greisinger electronik,
Thermo Meter Regenstauf
Thermostat RM6 + RMS MGW Lauda
Lauda-Ko¨nigshofen
Ku¨hlaggregat WK 450 MGW Lauda
Bioreaktor 3 l, axial Ru¨hrsystem Meredos,
Noerten- Hardenberg
Reaktorstand Mess-Regel-Dosiereinrichtung Meredos,
Noerten-Hardenberg
Vordruckminderer 0-2,5 bar WIKA, Klingenberg
Nadelventil 0-2 l/min, B-817 Porter Instrument Company
Hatﬁeld USA
pO2-Elektrode Ingold 341003046/4357043 Mettler Toledo, Giessen
Thermostat Ultratemp 2000 + VC Julabo, Seelbach
Bioreaktor 15 l Biostat E Braun-Diessel, Melsungen
Reaktorstand Biostat Braun-Diessel, Melsungen
Vordruckminderer 0-6 bar WIKA, Klingenberg
pO2-Elektrode Ingold 322756701/74581 Mettler Toledo, Giessen
Redoxelektrode F14805-SC-DPAS-K8S/120 Mettler Toledo, Giessen
pH/mV-Meter pH 410 WTW, Weilheim
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3.2 Analytik
3.2.1 Biotrockenmassenbestimmung
Die Biotrockenmasse (BTM)-Bestimmung erfolgte gravimetrisch (Abbildung 3.4). Die er-
mittelte Gewichtsdiﬀerenz (Gleichung 3.1) zwischen dem leeren, beschrifteten Reaktions-
gefa¨ß und dem mit dem getrockneten Pellet befu¨llten Reaktionsgefa¨ß ergab die Biotrocken-
masse der Probe.
Eine Versuchsreihe zwischen Resuspendieren der Pellets mit Millipore Wasser im Ver-
gleich zu physiologischer Kochsalzlo¨sung zeigte, dass bei Einsatz der Kochsalzlo¨sung eine
Verschiebung aller Werte, auch der Blindproben2 um durchschnittlich +0,88 g/l BTM
auftrat. Da unter Verwendung von Reinstwasser keine Verschiebung messbar war, wurden
alle weiteren Proben mit Reinstwasser resuspendiert.
Pellet: Resuspension in Millipore H2O (mischen)
Überstand: verwerfen
1 ml Probe pro beschriftetes, getrocknetes und vorgewogenes Reaktionsgefäß
Überstand: HPLC
Pellet: Resuspension in Millipore H2O (mischen)
25 min, 20800 g, 20 °C
Überstand: verwerfen
Pellet: Trocknung für 48 h bei 105 °C
25 min, 20800 g, 20 °C
25 min, 20800 g, 20 °C
abkühlen im Exsikkator
auswiegen
Abbildung 3.4: Gravimetrische Biotrockenmassenbestimmung des ﬁlamento¨sen Pilzes Aspergil-
lus terreus
2Anstelle von realen Proben wurden je 1 ml Reinstwasser in die beschrifteten, getrockneten und
vorgewogenen Reaktionsgefa¨ße u¨berfu¨hrt.
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BTM =
mtrocken −mleer
V
(3.1)
mit:
BTM Biotrockenmasse [g/l]
mtrocken Gewicht des Reaktionsgefa¨ßes mit dem getrockneten Pellet [g]
mleer Gewicht des gleichen leeren Reaktionsgefa¨ßes [g]
V Volumen der eingesetzten Probe im Reaktionsgefa¨ß [l]
3.2.2 High performance liquid chromatographie
Die High performance liquid chromatographie (HPLC) ist eine Pra¨zisionsmethode zur
qualitativen und quantitativen chromatograﬁschen Analyse lo¨slicher Stoﬀe.
• Quantitative Analyse der Kohlenhydrate und organischen Sa¨ure
Fu¨r die Standardanalyse der Fermentationsproben kam die HPLC (Abbildung 3.5)
mit einem UV- und einem Brechungsindex (RI)-Detektor zur Anwendung.
Eluent
D
e
g
a
se
r
Systemsteuerung
Pumpe
Autosampler
(Proben-
aufgabeventil)
T
re
n
n
sä
u
le
Ofen
UV- Detektor
RI- Detektor
Abfall
PC
(Datenerfassung)
Filter
Abbildung 3.5: Schema der HPLC-Anlage
Mit dem UV-Detektor wurde das Hauptprodukt, die Itaconsa¨ure, sowie die Neben-
produkte, organische Sa¨uren des Stoﬀwechsels, qualitativ und quantitativ nachge-
wiesen. Gemessen wurde bei 210 nm, da die Absorption von organischen Sa¨uren mit
abnehmender Wellenla¨nge steigt und die IA bei 210 nm als π-Elektronensystem eine
hohe Absorption aufweist.
Mit dem RI-Detektor wurden alle Substanzen die einen anderen Brechnungsindex
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als die reine mobile Phase besaßen detektiert und zur Bestimmung der Substrate
eingesetzt.
Zur Detektion von Zucker und organischen Sa¨uren wurde die Sa¨ule HPX87H (Bio-
Rad, Mu¨nchen) verwendet. Die Inhaltsstoﬀe einer Probe wurden auf dieser Sa¨ule
isokratisch (Laufmittel: 5 mM H2SO4), bei 25 °C, um eine Hydrolyse von Saccharo-
se zu vermeiden, durch eine Kombination der Auftrennprinzipien Ionenaustausch-,
Ionenausschluss- und Gro¨ßenausschlusschromatographie separiert.
Die Auswertung der Chromatogramme erfolgt digital, u¨ber die Peakﬂa¨che durch
das Computerprogramm LC 10 (Shimadzu Duisburg). Zur genauen Zuordnung und
Auswertung der einzelnen Substanzen wurde mit Standardlo¨sungen dieser Substan-
zen kalibriert.
Zur Vermessung der realen Kulturproben wurde der gewonnene U¨berstand, aus dem
ersten Zentrifugationsschritt siehe Kapitel 3.2.1, sofort entsprechend der erwarteten
Produktkonzentration mit Reinstwasser verdu¨nnt (1:100, 1:200 bis 1:400) und bis
zur Analyse mittels HPLC bei -20 °C gelagert. Eine Standardmessung dauerte 20
Minuten und wurde mit den in Tabelle 3.4 beschriebenen Gera¨ten und Betriebspa-
rametern durchgefu¨hrt.
Tabelle 3.4: Gera¨teliste der HPLC zur Bestimmung von Zuckern und organischen Sa¨uren
Gera¨t Typ Hersteller Betriebsparameter
Sa¨ule (30 cm) HPX87H BioRad, Mu¨nchen TSa¨ule: 25 °C; Flussra-
te 0,6 ml/min
System Controller CBM-10AT Shimadzu, Duisburg
UV-Detektor SPD-10A Shimadzu, Duisburg Wellenla¨nge 210 nm
RI-Detektor RID-6A Shimadzu, Duisburg
Pumpe LC-10 AT Shimadzu, Duisburg
Degaser Gastorr Flow Japan
Datenerfassung Class LC 10 Shimadzu, Duisburg
Autosampler Basic Marathon Spark, Emmen, Nie-
derlande
Pobenvolumen 20 μl
• Quantitative Bestimmung der Ammoniumkonzentration
Fu¨r die Bestimmung der Ammoniumkonzentration wurde die Ionenaustauschchro-
matographie mit direkter elektrischer Leitfa¨higkeitsmessung verwendet. Die zellfrei-
en Proben wurden mit 2 mM HNO3 1:50 verdu¨nnt, um die Ammoniumkonzentrati-
on in dem Bereich um 10 mg, der vom Hersteller angegeben wird, einzustellen. Als
Eluent wurde 4 mM Weinsa¨ure, 0,75 mM Dipicolinsa¨ure in Reinstwasser verwendet.
Die Analysendauer betrug 30 Minuten. Die Analysen wurden mit den in Tabelle 3.5
angegebenen Gera¨ten und Betriebsparametern durchgefu¨hrt.
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Tabelle 3.5: Gera¨teliste und Paramter der HPLC zur Bestimmung von Ammonium
Gera¨t Typ Hersteller Betriebsparameter
Sa¨ule (250 * 4 mm) METROSEP C2
250/4.0
Metrohm, Herisau,
Schweiz
T: 30 °C; Flussrate
1 ml/min
Detektor GAT-WESCAN,
Ion Analyzer
Gamma Analysen
Technik GmbH,
Bremerhaven
Ionenchromatographie-
Modul, Probenvo-
lumen 20 μl
Pumpe HPLC-Pump
K-501
Knauer GmbH, Berlin
Degaser DEGASYS DG-
1300
Uniﬂows, Tokyo, Ja-
pan
System Controller CBM-10AT Shimadzu, Duisburg
Datenerfassung Class LC 10 Shimadzu, Duisburg
• Quantitative Bestimmung der Nitratkonzentration
Fu¨r die Bestimmung der Nitratkonzentration wurde eine Reversed-Phase HPLC
Sa¨ule mit UV-Detektion bei 210 nm angewendet. Die zellfreien Proben wurden mit
Reinstwasser 1:10 verdu¨nnt. Als Eluent wurde 5 % MeOH, 0,2 % Octylamin in
Reinstwasser, pH 6,5 eingestellt mit H3PO4 verwendet. Das Octylamin dient als
Ionenpaarreagenz und der Phosphatanteil im Laufmittel wirkt als Gegenion-Puﬀer.
Nitrat eluiert unter den angegebenen Bedingungen bei 2,5 Minuten und Itaconsa¨ure
bei 15 Minuten. Die Analysen wurden mit den in Tabelle 3.6 angegebenen Gera¨ten
und Betriebsparametern durchgefu¨hrt.
Tabelle 3.6: Gera¨teliste und Paramter der HPLC zur Bestimmung von Nitrat
Gera¨t Typ Hersteller Betriebsparameter
Sa¨ule ODS-Hypersil 120 A
5 μm; 125*4,6 mm
Shandon, England Raumtemperatur;
Flussrate 2 ml/min
UV-Detektor LKB 2151 LKB-BROMMA,
Schweden
210 nm
Pumpe High Precision Pump
300 C
Gynkotek,
Mu¨nchen
Degaser ERC-3114 ERC, Tokyo, Japan
System Controller CBM-10AT Shimadzu, Duis-
burg
Datenerfassung Class LC 10 Shimadzu, Duis-
burg
Autosampler PROMIS Spark, Emmen,
Niederlande
Pobenvolumen 20 μl
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• Quantitative Bestimmung der Phosphatkonzentration
Fu¨r die Bestimmung der Phosphatkonzentration wurde ein Dionex Messsystem mit
einem Leitfa¨higkeitsdetektor verwendet. Das Kultivierungsmedium sowie die erste
Probe nach 15 Stunden wurden 1:70, die Proben nach 20 und 40 Stunden Kulti-
vierungsdauer wurden 1:50 und alle weiteren Proben wurden 1:10 mit Reinstwasser
verdu¨nnt. Als Eluent wurde 30 mM NaOH eingesetzt. Die Analysen wurden mit den
in Tabelle 3.7 angegebenen Gera¨ten und Betriebsparametern durchgefu¨hrt.
Tabelle 3.7: Gera¨teliste und Paramter der HPLC zur Bestimmung von Phosphat
Gera¨t Typ Hersteller Betriebsparameter
Sa¨ule HS11-HC 4 mm,
inkl. Vorsa¨ule
Dionex T: 30 °C; Flussrate
1 ml/min
Suppressor AMMS III (4
mm)
Dionex
Detektor, Pum-
pe, Degaser
Dionex BIO LC
4000
Dionex Corporation,
Austin, USA
System Control-
ler
CBM-10AT Shimadzu, Duisburg
Datenerfassung Class LC 10 Shimadzu, Duisburg
Autosampler Basic Marathon Spark, Emmen, Nieder-
lande
Pobenvolumen 20 μl
3.2.3 pH-Wert Messung
Die pH-Wert Messung bei den Kultivierungen im Schu¨ttelkolben und im Fermenter wurde
extern durchgefu¨hrt. Der abzentrifugierte U¨berstand (Kapitel 3.2.1, Seite 38) wurde nach
der Entnahme eines Aliquots fu¨r die HPLC Analytik mittels pH Elektrode vermessen. Die
pH Elektrode (InLab Micro, Mettler Toledo Giessen) wurde vorher mit den pH Puﬀern 7
und 4 kalibriert.
3.2.4 Mikroskopie (Bildanalyse)
Proben der Wachstums- und Produktionsphase wurden mikroskopiert um die Keimung der
Sporen sowie die sich ausbildende Morphologie des Pilzes zu untersuchen. Dazu wurden
Pra¨perate mit dem Phasenkontrastmikroskop (Axioplan, Fa. ZEISS, Zeiss Oberkochen)
25 und 40fach vergro¨ßert mikroskopiert und mit der Software analySIS (analySIS 5.0, Soft
Imaging System GmbH) verarbeitet.
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3.2.5 Bestimmung der Sporenkonzentration
Nach der Ernte der Sporen zur Herstellung einer Arbeitskultur (Kapitel 3.1.1, Seite 28)
wurde ein Aliquot entnommen und die Sporenkonzentration dieser Suspension mittels
Za¨hlkammer nach Thoma bestimmt. Die Za¨hlkammer wurde vor der Benutzung gru¨nd-
lich gereinigt und das Deckglas wurde vorsichtig auf die beiden Tra¨gerstege geschoben.
Saß das Deckglas fest (Ausbildung der
”
Newtonschen Ringe“) wurde ein Tropfen der Spo-
rensuspension an den Deckglasrand pipettiert, so dass sich die Flu¨ssigkeit aufgrund der
Kapillarkraft luftblasenfrei zwischen Deckglas und Za¨hlkammer sog. Es wurden im Pha-
senkontrast mit einer 40fachen Vergro¨ßerung je zwei 4x4 Großquadrate (insgesamt 512
Kleinquadrate) ausgeza¨hlt. Die Sporenkonzentration errechnete sich aus der Gleichung
3.2.
cMO =
n¯ ∗ 103
A ∗ h (3.2)
mit:
cMO Mikroorganismenkonzentration [ml−1]
n¯ Mittelwert der Mikroorganismenanzahl je Kleinquadrat
A Fla¨che eines Kleinquadrates [mm2]
h Kammerho¨he [mm]
Bei der verwendeten Za¨hlkammer mit der Tiefe 0,02 mm und der Fla¨che eines Klein-
quadrates von 1/400 mm2 ergab sich die Gleichung:
cMO = n¯ ∗ 2 ∗ 107 (3.3)
3.2.6 Bestimmung der Ausbeute
Die molare Ausbeute der Itaconsa¨ureherstellung errechnet sich aus folgender Gleichung:
YP/S =
cIAt
cS0 − cSt
∗ MS
MIA
∗ 100 (3.4)
mit:
YP/S molare Ausbeute [% (mol/mol)]
cIAt Konzentration der gebildeten IA zum Zeitpunkt t [g/l]
cS0 Ausgangssubstratkonzentration [g/l]
cSt Konzentration des Substrates zum Zeitpunkt t [g/l]
MS Molmasse des Substrates [g/mol]
MIA Molmasse der IA [g/mol]
Wird Glucose als Substrat eingesetzt, wird 1 mol Glucose (180 g/mol) zu 1 mol IA
(130 g/mol) umgesetzt. Theoretisch kann somit 72 % der eingesetzten Glucose zu IA
umgesetzt werden. Dieses molare Verha¨ltnis wird bei der Berechnung der Ausbeute (Glei-
chung 3.4) mit einbezogen. Eine molare Ausbeute YP/S von 100 % wu¨rde bedeuten, dass
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die theoretisch mo¨glichen 72 % der eingesetzten Glucose vollsta¨ndig zu IA umgesetzt
wurden.
3.3 Produktaufarbeitung
Im folgenden Kapitel werden die Versuchsdurchfu¨hrungen sowie die Methoden und Mate-
rialien der Produktaufarbeitung der IA mittels Elektrodialyse, Flu¨ssig/Flu¨ssig-Extraktion
sowie Kristallisation beschrieben.
3.3.1 Elektrodialyse
3.3.1.1 Versuchsaufbau
Diluat
Konzentrat
Stack
Anionen- und
Kationenaustauschermembranen
ElektrodenspühlungPumpe
Pumpe
Pumpe
Netzgerät
Abbildung 3.6: Schema der Elektrodialyseanlage
Der Versuchsaufbau (chematisch: Abbildung 3.6, fotograﬁsch: Abbildung 3.7) der Elek-
trodialyse (ED) gliederte sich in das ED-Modul (Stack) bestehend aus 6 Kationen- und
5 Anionenaustauschermembranen und die Vorlagebeha¨lter (5 l) fu¨r das Diluat, Konzen-
trat und die Elektrodenspu¨llo¨sung. Die Versuche wurden in der batch-Verfahrensweise bei
konstanter Spannung, betrieben. Alle Lo¨sungen wurden im Kreislauf gefu¨hrt. An den Zu-
laufschla¨uchen fu¨r die Diluat- und Konzentrat- Vorlagebeha¨lter wurden Probenahmestel-
len montiert. Proben konnten durch die in den Flu¨ssigkeitsstrom hineinragenden Kanu¨len
mittels Einwegspritzen entnommen werden.
3.3.1.2 Durchfu¨hrung
Der Diluat- und der Konzentratkreislauf wurde vor Versuchsbeginn 10 Minuten mit 5 μS
Wasser mindestens zweimal gespu¨lt. Die Elektrodenspu¨llo¨sung (0,5 mol/l H2SO4) wurde
bei Verunreinigungen erneuert. Die aufzureinigende Flu¨ssigkeit wurde im Diluatvorlage-
beha¨lter und das entsprechende Volumen an 5 μS Wasser im Konzentratvorlagebeha¨lter
vorgelegt. Vor Versuchsbeginn wurde das Gewicht, der pH-Wert und die Temperatur des
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Probenahme
Vorlagegefäß
Konzentrat
Vorlagegefäß
Diluat
Vorlagegefäß
Elektrodenspülung
Netzgerät
Pumpen ED- Modul
Abbildung 3.7: Aufbau der Elektrodialyseanlage
Diluates und des Konzentrates bestimmt.
Bei einer Elektrodialyse wurden folgende Proben (je 1 ml) genommen:
• Nullprobe des Diluates und des Konzentrates vor dem Befu¨llen der Vorlagebeha¨lter
• Nullprobe der Lo¨sungen im System, nachdem die Kreisla¨ufe ohne elektrischen Strom
mindestens 5 Minuten im Kreis gepumpt wurden
• nach dem Start der Elektrodialyse, alle 10 Minuten an den Probenahmestellen der
Zulaufschla¨uche
Die ED wurde gestartet, indem die Spannung am Netzgera¨t auf U=15 V (konstant) ein-
gestellt und das Netzgera¨t eingeschaltet wurde. Zeitgleich mit den Probenahmen (alle 10
Minuten nach Versuchsstart) wurde die momentane Stromsta¨rke, die Volumenabnahme
des Diluates (gravimetrisch), der pH-Wert und die Temperatur dokumentiert. Wurde die
Anfangsstromsta¨rke (niedrigster Wert) wieder erreicht, erfolgte der Abbruch des Versu-
ches indem das Netzgera¨t ausgeschaltet wurde.
Der Diluat- und der Konzentratkreislauf wurden mehrfach mit 5 μS Wasser gespu¨lt und
die ED-Anlage wurde gefu¨llt mit 5 μS Wasser bei Raumtemperatur gelagert.
Die Probencharge wurde entsprechend der erwarteten IA Konzentration verdu¨nnt und
mittels HPLC analysiert (siehe Kapitel 3.2.2, Seite 39).
Folgende ED-Versuche wurden durchgefu¨hrt:
• Bestimmung der Grenzstromdichte
Die Bestimmung der Grenzstromdichte erfolgte nach Cowen und Brown. Bei der
Duchfu¨hrung der Elektrodialyse wurde unter konstanter Zulaufkonzentration im
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Diluat und Konzentrat die elektrische Spannung langsam gesteigert und die resul-
tierende Stromsta¨rke notiert (Cowan and Brown, 1959) (Rapp, 1995).
Um die Konzentration in Diluat und Konzentrat (80 g/l IA, Konzentration der
in etwa erwarteten Diluatkonzentration in realen Versuchen) trotz Ionenwanderung
anna¨hernd konstant zu halten, wurden die Anschlu¨sse von Diluat- und Konzen-
tratausgang am Membranstapel vertauscht. Die Spannung wurde von 0-30 V in 2 V
Schritten erho¨ht. Der Strom I, der sich bei der jeweiligen Spannung einstellte, wurde
am Netzgera¨t abgelesen. Die aufgenommenen Wertepaare wurden in Diagrammform
( R = f(I−1)) dargestellt.
• Modelllo¨sungen
Die Elektrodialyse wurde mit verschiedenen Modelllo¨sungen durchgefu¨hrt, um die
Trennleistung dieser ED-Anlage bei verschiedenen IA:Glucose Verha¨ltnissen (g:g)
zu untersuchen. Die Volumina des Diluates und des Konzentrates betrugen je 1 l.
Folgende Verha¨ltnisse wurden eingesetzt:
Modelllo¨sungen (IA:Glc): 3:1; 5:1; 7:1; 9:1
• reale Kulturbru¨he
Bei der Elektrodialyse realer Kulturbru¨hen (Tabelle 3.8) wurde vor der ED die
Biomasse abzentrifugiert (30 Minuten, 6500 g), um Bewuchs und Ablagerungen von
Partikeln in den Poren der Membranen zu vermeiden. Die IA Konzentrationen des
Diluates (reale Kulturbru¨he) lagen zwischen 60 und 80 g/l.
Tabelle 3.8: Versuchsbezeichnung und eingesetztes Volumen der Elektrodialyse Versuche mit
realer Kulturbru¨he
eingesetztes Diluat Volumen Versuchsbezeichnung
1 l K1
0,5 l K2; K3
0,8 l K4 (Aufkonzentrierung)
Bei dem Versuch K4 wurde untersucht, ob eine Aufkonzentrierung der IA im Kon-
zentratkreislauf mo¨glich ist. Dazu wurden 0,8 l Diluat (Kulturbru¨he), aber nur 0,4 l
5 μS Wasser im Konzentratkreislauf vorgelegt.
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Tabelle 3.9: Gera¨teliste fu¨r den Elektrodialyse Prozess
Gera¨t Typ Hersteller
Netzgera¨t LP53303 A; 0-30 V, 0-3 A Angewandte System Tech-
nik, Wolnzach
Pumpe 1048; 10 W, 10 l/min, IP68 EHEIM, Deizisau
Pumpe(Diluat) UP 2000/1; 38 W, 2000 l/h, IP68; AquaBee, Heidenheim
ED-Stack PC Cell ED 1; aktive Membran-
ﬂa¨che 58 cm2
PCA-GmbH, Heusweiler
Membranen PC 400 D pH-Bereich: 0-10 PCA GmbH, Heusweiler
Waage I6800-D2, max. 6860 g Sartorius AG, Go¨ttingen
Zentrifuge Hermle ZK 630 BHG HERMLE GmbH, Gosheim
3.3.2 Flu¨ssig/Flu¨ssig-Extraktion
3.3.2.1 Versuchsaufbau
Der Versuchsaufbau (Abbildung 3.8) besteht aus einem 150 ml Glasreaktionsgefa¨ß, welches
u¨ber einen Doppelmantel mittels eines externen Thermostaten temperierbar ist, Ansatz-
stutzen fu¨r den Zu- bzw. Abﬂuss der organischen und wa¨ssrigen Phase sowie einem darin
montierbaren Ru¨hrer.
Abbildung 3.8: Aufbau der Extraktionsanlage
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3.3.2.2 Durchfu¨hrung der Reaktivextraktion
Als organische Phase wurden 1-Butanol, 1-Octanol und Decanol (Lo¨sungsmittel) sowie
Trioctylamin (Reaktivkomponente) eingesetzt, untersucht und optimiert. Fu¨r die Opti-
mierung der Reaktivextraktion wurde eine Modelllo¨sung bestehend aus Itaconsa¨ure und
Glucose eingesetzt. Das optimierte System wurde anschließend in realen Kulturbru¨hen
mit und ohne Biomasse eingesetzt.
Die Verfahrensweise bei der Reaktivextraktion von Itaconsa¨ure ist in der Abbildung 3.9
dargestellt.
Abbildung 3.9: Fließschema der Durchfu¨hrung des Extraktionsprozesses
Die organische (E) und wa¨ssrige Phase (R+X) wurden separat eingewogen und in das
vortemperierte Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt. Der Ru¨hrer mit Teﬂonru¨hrblatt wurde so mon-
tiert, dass sich das Ru¨hrerblatt in der Phasengrenze befand. Im Anschluss an die Durch-
mischung (460 Upm) wurde die erzeugte Suspension in einen Scheidetrichter u¨berfu¨hrt, in
dem die Koaleszenz und Trennung der Phasen erfolgte. Zur Dokumentation des Extrak-
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tionserfolgs wurde die Vera¨nderung der Konzentration der Itaconsa¨ure in den wa¨ssrigen
Phasen analysiert. Dafu¨r wurde eine Probe der wa¨ssrigen Phase vor und nach der Reaktiv-
extraktion zur Itaconsa¨urebestimmung mittels HPLC (Kapitel 3.2.2, Seite 39) analysiert.
Die Reaktivextraktion der Itaconsa¨ure aus der wa¨ssrigen Phase (R+X) wurde durch
folgende Versuche optimiert:
• Optimierung der Extraktion (Reaktivkomponente + Lo¨sungsmittel):
– Variation des MOLAREN AMIN-SA¨URE-VERHA¨LTNISSES [mol/mol]:
νM = 0,3; 0,7; 1,0; 1,2; 1,4
– Variation des AMIN-ALKOHOL-MASSENVERHA¨LTNISSES [g/g]:
νm = 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6
• Extraktionstemperatur: T [°C] = 25; 30; 35; 40
• Bestimmung der U¨bergangszeit fu¨r IA (X): t = 5 s-20 min
• Einsatz des optimierten Systems bei Kulturbru¨hen:
– Kulturu¨berstand (ohne Biomasse)
– Fermentationsbru¨he (mit Biomasse)
3.3.2.3 Durchfu¨hrung der Reextraktion von Itaconsa¨ure
Die Reextraktion, Extraktion der Itaconsa¨ure aus der organischen Phase in eine wa¨ssrige
Phase, wurde durch folgende Versuche untersucht:
• Wirkung der Ammoniakkonzentration: cNH3 [g/l] = 10; 20; 30; 40; 50; 80
• Temperatureinﬂuss: T [°C] = 25; 35; 50; 65
• Einengung der organischen Phase mit anschließender Reextraktion:
Mittels Rotationsverdampfer wurde das Volumen der organischen Phase von ca.
80 ml auf 20 ml verringert. Um ein vorzeitiges Ausfallen der Itaconsa¨ure zu verhin-
dern, wurde das 1-Butanol nicht vollsta¨ndig abgezogen.
1. Reextraktion mit 10 ml Wasser und 24 Stunden Mischzeit.
2. Der Zusatz einer wa¨ssrigen Ammoniaklo¨sung zur wa¨ssrigen Phase (gesamt: 20
ml H2O + 5 ml wa¨ssr. Ammoniaklo¨sung (25 % ), cNH3 = 50 g/l, bewirkte
eine Verschiebung des pH-Wertes von 7,5 auf ca. 10. Die Phasentrennung im
Scheidetrichter erfolgte sehr schnell. Theoretisch konnte bei diesem Versuch
erwartet werden, dass nach 24 Stunden Mischzeit in der wa¨ssrigen Phase eine
Konzentration von ca. 100 g/l Itaconsa¨ure vorlag.
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Tabelle 3.10: Gera¨teliste der Reaktivextraktion
Gera¨t Typ Hersteller
Ru¨hrer RW 20.h IKA Labortechnik, Malaysia
Thermostat Ultratemp 2000 Julabo F30, Seelbach
Waage FTB 3 KO.1 Kern & Sohn
3.3.3 Kristallisation
Die Biomasse wurde durch Zentrifugation (30 Minuten, 6500 g) von der Kulturbru¨he
abgetrennt. Der zellfreie Kulturu¨berstand wurde dem Flieschema (Abbildung 3.10) ent-
sprechend weiter verwendet. Die Versuche zur Kristallisation durch Abku¨hlung variierten
Abbildung 3.10: Fließschema der Kristallisation
in der Dauer und Intensita¨t der Ku¨hlung. Folgende Versuche wurden durchgefu¨hrt:
• 4 °C: UK 1 und UK 4
• -20 °C: UK 2 / UK 3 als Doppelansatz
Bei der Abku¨hlung der Kulturu¨bersta¨nde auf 4 und -20 °C trat Kristallbildung auf.
Mittels Vakuumﬁltration (Wasserstrahlpumpe) wurde dieser auskristallisierte Feststoﬀ
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von der Flu¨ssigkeit abﬁltriert (Papierﬁlter). Die Kristalle wurden mit kaltem Wasser (4 °C)
gespu¨lt und anschließend auf dem Filter in einer zuvor ausgewogenen Petrischale im Ex-
sikkator getrocknet. Das Gewicht der Kristalle wurde bestimmt und anschließend eine
Teilmenge der Kristalle in Reinstwasser ru¨ckgelo¨st. Die Itaconsa¨ure Konzentration wurde
durch die HPLCAnalyse (Kapitel 3.2.2, Seite 39) ermittelt.
Tabelle 3.11: Gera¨teliste der Kristallisation
Gera¨t Typ Hersteller
Saugﬂasche mit seitlicher
Olive
Duran 50, Erlenmeyerform Schott-Mainz, Roth,
Karlsruhe
Bu¨chnertrichter Porzellan Typ KER 110 Roth, Karlsruhe
Konischer Guko-Ring Naturkautschuk Roth, Karlsruhe
MilliQplus Millipore 185 Molsheim,Frankreich
Papierrundﬁlter Rotband Rundﬁlter 110 mm;
5895 mittlere Porengro¨ße
Schleicher & Schu¨ll,
Dassel
Flaschen Nalgen VWR, Darmstadt
Zentrifuge Hermle ZK 630 BHG HERMLE-GmbH,
Gosheim
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3.4 Chemikalienliste
Tabelle 3.12: Chemikalienliste
Chemikalie Hersteller Qualita¨t
KH2PO4 Merck zur Analyse, ≥ 99,5 %
NH4NO3 Fluka zur Analyse, ≥ 99 %
MgSO4 * 7H2O Merck reinst, ≥ 99 %
CaCl2 * 2H2O Merck zur Analyse, 99102 %
FeCl3 Merck zur Synthese, wasserfrei
ZnSO4 * 7H2O Riedel de Ha¨en rein, 98 %
CuSO4 * 5H2O Merck zur Analyse
NaCl Merck krist. Reinst, 99,5 %
Glucose * H2O Carl Roth fu¨r die Mikrobiologie
D(+) Xylose Fluka 98 %
Glycerin Carl Roth 99,5 %
Czapek-Dox Agar Merck fu¨r die Mikrobiologie
Ucolup N-115 Brenntag, Mu¨hlheim/Ruhr
Itaconsa¨ure Fluka reinst, ≥ 99 %
cis-Aconitsa¨ure Sigma Aldrich 98 %
trans-Aconitsa¨ure Fluka 99 %
H2SO4 Riedel de Ha¨en zur Analyse
HNO3 Merck zur Analyse
Weinsa¨ure D(-) Carl Roth zur Analyse
Dipicolinsa¨ure Fluka zur Analyse, ≥ 99,5 %
Methanol (CH3OH) Carl Roth HPLC Grade
Octylamin Merck 98%ig in Wasser
H3PO4 Riedel de Ha¨en 85%ig in Wasser
Trioctylamin (C24H51N) Fluka reinst, ≥ 99 %
1-Butanol (C4H10O) Carl Roth zur Analyse, ≥ 99,5 %
1-Octanol (C8H18O) Sigma Aldrich HPLC Grade, 99 %
1-Decanol (C10H22O) Riedel de Ha¨en 98 %
Ethanol (70 %) Carl Roth 96 %, verga¨llt
Ammoniaklo¨sung Fluka 25 %
Kapitel 4
Ergebnisse und Diskussion
4.1 Wachstum und IA-Produktion im Schu¨ttelkol-
ben
Zu Beginn dieser Arbeit wurde eine Vorauswahl an Itaconsa¨ure produzierenden Aspergil-
lus terreus Sta¨mmen getroﬀen. Na¨her untersucht wurden die Sta¨mme Aspergillus terreus
NRRL 19601, 19632 sowie der an der FAL gescreente Stamm A. terreus LU02b3.
4.1.1 Vergleich der IA produzierenden Sta¨mme Aspergillus ter-
reus NRRL 1960, 1963 und LU02b
Die Aspergillus terreus Sta¨mme NRRL 1960, 1963 und LU02b wurden parallel unter den
gleichen Bedingungen kultiviert. Unabha¨ngig von dem eingesetzten Stamm beginnt die
Keimung der Sporen innerhalb der ersten 24 Stunden. Die exponentielle Wachstumspha-
se ist nach 2 Tagen abgeschlossen und der pH-Wert der Kulturbru¨he auf ∼2 gesenkt.
Zu Beginn der Kultivierung waren 115 g/l Glucose im Medium vorhanden, von denen
nach 17 Tagen Kultivierung durchschnittlich noch 45 g/l nachgewiesen werden konnten.
Der Pilz beginnt nach 24 h mit der Produktion von Itaconsa¨ure (Abbildung 4.1). Nach
17 Tagen wurden Endkonzentrationen von ungefa¨hr 35 g/l Itaconsa¨ure gemessen. Die
verschiedenen Sta¨mme zeigen einen sehr a¨hnlichen Verlauf der IA-Produktion. Die Bio-
trockenmassen (∼ 5 g/l) sowie der Glucoseverbrauch war u¨ber 17 Tage hinweg ebenfalls
bei den drei Sta¨mmen sehr a¨hnlich.
Somit sind unter den jetzigen Bedingungen, im Vergleich zur Literatur (Tabelle 2.3, Sei-
te 15), nicht der Stamm, sondern andere Faktoren fu¨r die schlechten IA-Produktionen
1A. terreus NRRL 1960 wird in der Literatur fu¨r intensive Studien zur IA-Produktion eingesetzt
(Roehr et al., 1992).
2A. terreus NRRL 1963 wurde in der an der FAL durchgefu¨hrten Dissertation unter den dortigen
Bedingungen als vielversprechender Stamm ausgewa¨hlt und untersucht (Welter, 2000).
3A. terreus LU02b ist ein IA produzierender Stamm, der aus einer Bodenprobe isoliert wurde (Jahnz
et al., 2003).
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Abbildung 4.1: Itaconsa¨ure Produktion verschiedener Aspergillus terreus Sta¨mme in 250 ml
Erlenmeyerkolben; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm
entscheidend. Aus diesem Grund wurde nicht nach neuen Itaconsa¨ure produzierenden
Sta¨mmen gescreent, sondern zur Eﬃzienzsteigerung der IA-Produktion folgende Fakto-
ren na¨her untersucht:
• Handhabung wa¨hrend der Kultivierung
• Temperatur
• Substratlimitierung/ Phosphatlimitierung/ Stickstoﬄimitierung
• Sporenlagerung
Da zwischen den Sta¨mmen kein signiﬁkanter Unterschied beobachtet wurde, wurden
alle weiteren Kultivierungen mit dem an der FAL gescreenten Stamm A. terreus LU02b
durchgefu¨hrt, der bereits nach 14 Tagen 35 g/l IA produziert hat.
4.1.2 Einﬂuss verschiedener Parameter auf die Kultivierung von
Aspergillus terreus LU02b
4.1.2.1 Handhabung wa¨hrend der Kultivierung
Wa¨hrend der Kultivierung der verschiedenen A. terreus Sta¨mme (Abbildung 4.1) war die
Morphologie nicht einheitlich. Es war ein Gemisch aus freiem Myzel und kleinen dunk-
leren Pellets (orange-braun). Dies deutet darauf hin, dass der Pilz nicht unter optimalen
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Abbildung 4.2: Neue Handhabung (gleichma¨ßige Sauerstoﬀversorgung) im Vergleich zu 10
Minuten nicht schu¨tteln vor jeder Probenahme (schlechte Sauerstoﬀversorgung); Kultivierung
von Aspergillus terreus LU02b in in 250 ml Erlenmeyerkolben; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt,
120 Upm
Bedingungen kultiviert wurde, so dass sich Myzel teilweise zu Pellets mit einem Durch-
messer von bis zu 4 mm zusammen lagern. Bei den Probenahmen wurden alle Kolben
zusammen aus dem Schu¨ttler heraus genommen und nacheinander bearbeitet, wodurch
sich die Zeiten des nicht Schu¨ttelns pro Kolben auf ungefa¨hr 10 Minuten summierten.
Vermutlich wird der Pilz durch zu ha¨uﬁge Probenahme, oder aufgrund der langen Zeiten
des nicht Schu¨ttelns wa¨hrend der gesamten Probenahme nicht ausreichend mit Sauerstoﬀ
versorgt.
Um zu u¨berpru¨fen ob die Probenahme die Ursache fu¨r die schlechte IA-Produktion und die
Ausbildung der verschiedenen Morphologie Formen darstellt, wurden Kolben wa¨hrend der
Probenahme immer per Hand geschu¨ttelt (gleichma¨ßige Sauerstoﬀversorgung) und ver-
gleichend zu diesen wurden Kolben vor jeder Probenahme 10 Minuten nicht geschu¨ttelt
(schlechte Sauerstoﬀversorgung) (Abbildung 4.2). Im Verlauf der IA-Produktion wird un-
ter Sauerstoﬀmangel (schlechte Sauerstoﬀversorgung) kaum weitere IA gebildet noch Glu-
cose verbraucht. Die Scha¨digung scheint irreversibel zu sein, da auch im weiteren Verlauf
die Produktivita¨t einer guten Sauerstoﬀversorgung nicht wieder erreicht wird.
Die Morphologie des Pilzes (Abbildung 4.3) ist bei Sauerstoﬀmangel nicht einheitlich. Wie
in Abbildung 4.3 a.) zu erkennen, wa¨chst er in Pellet- und freier Myzelform, vergleichbar
mit der Kultivierung der verschiedenen A. terreus Sta¨mme (Abbildung 4.1). Wohingegen
der Pilz bei guter Sauerstoﬀversorgung (Abbildung 4.3 b.)) ausschließlich als feines, freies
Myzel wa¨chst. Die dunklen Pellets bei der schlechten Sauerstoﬀversorgung weisen auf eine
limitierte Na¨hrstoﬀ- und Sauerstoﬀversorgung im Pelletinneren hin. Da folglich aktives
Myzel zur Produktion von IA fehlt, ist die Produktion deutlich geringer im Vergleich zu
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Abbildung 4.3: Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b in 250 ml Erlenmeyerkolben, 33 °C,
Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm a.) schlechte Sauerstoﬀversorgung; b.) gleichma¨ßige Sauer-
stoﬀversorgung
der Kultivierung mit einer gleichma¨ßigen Sauerstoﬀversorgung. Nach 10 Tagen Kultivie-
rungsdauer konnten 118 g/l Glucose vollsta¨ndig verbraucht und 65 g/l IA gebildet werden
(76,2 mol% Ausbeute). Bei schlechter Sauerstoﬀversorgung wurden hingegen lediglich 23
g/l IA nach 20 Tagen produziert.
Dies zeigt, dass Unterbrechungen der Sauerstoﬀversorgung sich unmittelbar auf die IA-
Produktion auswirken. Folglich scheint es fu¨r die IA-Produktion wesentlich zu sein, dass
der Pilz wa¨hrend der Produktionsphase ausreichend, aber vor allem kontinuierlich mit
Sauerstoﬀ versorgt wird. Dies klingt trivial, ist es aber nicht, da jede auch noch so geringe
Unterbrechung des Schu¨ttlers (zum Beispiel bei der Probenahme) Auswirkungen hat.
Der Sauerstoﬀeintrag spielt eine wesentliche Rolle bei der IA-Produktion mit A. terreus.
Sauerstoﬀ wird beno¨tigt um die Versorgung mit ATP sicherzustellen. Zum einen muss der
pH-Wert innerhalb der Zellen auf pH 6,0-7,0 gehalten werden, da die cytoplasmatischen
Enzyme dort ihr Optimum besitzen, gegen einen a¨ußeren pH-Wert von 2,0 (Gyamerah,
1995b). Außerdem muss die IA, die im Cytoplasma hergestellt wird, gegen einen Kon-
zentrationsgradienten nach außen ins Medium abgegeben werden. Da diese beiden Pro-
zesse energieabha¨ngig sind, wa¨re die Sensitivita¨t gegenu¨ber dem Fehlen von Sauerstoﬀ
erkla¨rbar.
Gyamerah zeigte, das nach Unterbrechungen der Sauerstoﬀzufuhr von 5 bzw. 10 Minuten
die IA-Produktion von A. terreus NRRL 1960 abbricht und die Produktion erst langsam
nach 24 h wieder einsetzt (Gyamerah, 1995b). Nach Lockwood beno¨tigt die IA Fermen-
tation eine durchgehende Belu¨ftung. Eine kurze Unterbrechung der Luftzufuhr wa¨re aus-
reichend um die Fermentation zu stoppen (Lockwood, 1975). Der durchgefu¨hrte Versuch
(Abbildung 4.2) zeigt, dass die Untersuchungen von Gyamerah auch fu¨r den an der FAL
gescreente Stamm A. terreus LU02b gelten. Somit muss fu¨r die weiteren Kultivierungen
eine ausreichende Sauerstoﬀversorgung gewa¨hrleistet werden.
Bei guter Sauerstoﬀversorgung4 wird eine reproduzierbare IA-Produktion erreicht, die fu¨r
weitere Optimierungen als Referenz dient. So wird es erstmals mo¨glich, unter reprodu-
zierbaren Bedingungen gezielte Prozessoptimierungen (Medium, Physikalische Parameter)
durchzufu¨hren.
4Jeder Kolben muss fu¨r die Probenahme einzeln dem Schu¨ttler entnommen und per Hand weiter
geschu¨ttelt werden, um die Unterbrechung der Sauerstoﬀzufuhr zu minimieren
4.1. WACHSTUM UND IA-PRODUKTION IM SCHU¨TTELKOLBEN 57
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
27 °CKolben 1
27 °CKolben 2
30 °CKolben 1
30 °CKolben 2
33 °CVersuch 1 (Schüttler 2)
37 °CVersuch 1 (Schüttler 1)
37 °CVersuch 2 (Schüttler 2)
33 °CVersuch 2 (Schüttler 1)
IA
[g
/l
]
Zeit [d]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
0
15
30
45
60
75
90
105
120
G
lu
co
se
[g
/l
]
Zeit [d]
0
2
4
6
8
10
12
B
TM
[g
/l
]
Abbildung 4.4: Variation der Kultivierungstemperatur von Aspergillus terreus LU02b in 250 ml
Erlenmeyerkolben, 120 g/l Glucose, 0,04 g/l KH2PO4, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm
4.1.2.2 Temperaturoptimierung
Die Kultivierungstemperaturen zur fermentativen IA-Herstellung mittels A. terreus be-
ﬁnden sich zwischen 30 (Dwiarti et al., 2002; Lockwood and Reeves, 1945), 34 (Batti and
Schweiger, 1963; v.Fries, 1966), 37 (Welter, 2000; Jahnz et al., 2003) und 40 °C (Nubel
and Ratajak, 1962). Eigene Versuche zeigen, dass die IA-Produktion sowie der Glucose-
verbrauch von der Temperatur beeinﬂusst werden (Abbildung 4.4).
Bei 27 °C werden nach 6 Tagen 25 g/l und nach 15 Tagen 60 g/l IA hergestellt. Bei
30 °C werden nach 6 Tagen 38 g/l und bereits nach 9 Tagen 60 g/l IA produziert. Die
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Kultivierungen bei 33 und 37 °C wurden in zwei unabha¨ngigen Versuchen jeweils im Dop-
pelansatz (nicht dargestellt) durchgefu¨hrt, wobei die 33 °C Kultivierung des zweiten Ver-
suchsansatzes, in dem Schu¨ttler durchgefu¨hrt wurde, in dem bei dem ersten Versuchsan-
satz die 37 °C Kultivierung durchgefu¨hrt wurde und umgekehrt. Die baugleichen Schu¨ttler
wurden somit bei diesen zwei Versuchsansa¨tzen im Bezug auf die Kultivierungstemperatur
getauscht. Bei den Kultivierungen bei 33 und 37 °C verlaufen die ersten 6 Kultivierungs-
tage der Kolben die im selben Schu¨ttler inkubiert wurden gleich. Unabha¨ngig von der
Inkubationstemperatur (33 oder 37 °C) werden nach 6 Tagen 57 g/l IA, in dem Schu¨ttler
1, bzw. 45 (37 °C Versuch 2) und 49 g/l IA (33 °C Versuch 1), in dem Schu¨ttler 2, herge-
stellt.
Vermutlich hat bei diesen ho¨heren Temperaturen (zwischen 33 und 37 °C) ein bisher nicht
bekannter Paramter einen gro¨ßeren Einﬂuss auf die IA-Produktion als die Temperatur.
Die Unterschiede in der IA-Produktion sind vermutlich nicht in der unterschiedlichen
Temperatur sondern durch physikalische Einﬂu¨sse der Schu¨ttler begru¨ndet.
Nach einem Tag Kultivierung sind Unterschiede in der BTM in Abha¨ngigkeit von der
Temperatur vorhanden, jedoch ist unabha¨ngig von der Temperatur nach zwei Tagen Kul-
tivierung die exponentielle Wachstumsphase abgeschlossen.
Eine Versuchsdurchfu¨hrung bei 40 °C (nicht graﬁsch dargestellt) zeigt, dass die IA-
Produktion bei dieser Temperatur deutlich abnimmt. Da die beste IA-Produktion bei 33
und 37 °C erzielt wird und bei der Wachstumsphase kein deutlicher Unterschied vorhanden
ist, werden alle weiteren Versuche aus energetischen Gru¨nden und aufgrund der geringeren
Verdunstung bei 33 °C durchgefu¨hrt.
4.1.2.3 Substratlimitierung/ Phosphatlimitierung/ Stickstoﬄimitierung
• Einﬂuss des Substratgehaltes
Bisher wurden 120 g/l Substrat eingesetzt. Bei einer guten Sauerstoﬀversorgung
wird dieses aber nach 10 Tagen vollsta¨ndig verbraucht (Abbildung 4.2). Somit kann
angenommen werden, dass nach 8 Tagen Kultivierung eine Substratlimitierung ein-
setzt, die Produktivita¨t verringert wird und somit eine Konzentration von mehr als
65 g/l IA nicht erreicht werden kann.
Daher wurde eine Kultivierung mit 180 g/l Glucose durchgefu¨hrt, um zu u¨berpru¨fen
ob bei einer Glucoseanfangskonzentration von 120 g/l zum einem nach 8 Tagen auf-
grund der Substratlimitierung der Pilz keine weitere IA produziert und zum anderen
in wie weit der Pilz durch eine Glucoseanfangskonzentration von 180 g/l gehemmt
wird (Abbildung 4.5). Der Substratverbrauch und die IA-Produktion entsprachen
denen bei einer Anfangskonzentration von 120 g/l Glucose. Auch bei einer noch
ausreichenden Substratkonzentration sinkt die Produktivita¨t unabha¨ngig von der
Substratanfangskonzentration nach 6 Tagen Kultivierung. Die Abnahme der Pro-
duktivita¨t ha¨ngt somit vermutlich nicht mit der Glucosekonzentration zusammen.
Nach 7 Tagen Kultivierung betrug die Aubeute 82 mol% und am Kultivierungsende
80 mol%.
Abbildung 4.5 zeigt weiterhin, dass bei 180 g/l Glucose keine Substrathemmung
vorliegt. Wird die Glucose vollsta¨ndig verbraucht, nutzt der Pilz die Itaconsa¨ure als
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Abbildung 4.5: Ho¨here Substratanfangskonzentration von 180 g/l im Vergleich zu 120 g/l;
Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b in 250 ml Erlenmeyerkolben, 33 °C, Start pH 3,1
ungeregelt, 120 Upm
Kohlenstoﬀquelle, daher werden die weiteren Forschungsarbeiten mit einem Gluco-
seu¨berschuss von 180 g/l durchgefu¨hrt. Aus diesen 180 g/l Glucose kann der Pilz
bei einer theoretischen Ausbeute von 100 mol% 130 g/l Itaconsa¨ure herstellen.
• Optimierung des Phosphatgehaltes
Bei den bisherigen Versuchen wurde das Standardproduktionsmedium (Tabelle 3.1,
Seite 29) mit 0,04 g/l KH2PO4 verwendet
5. Die IA-Produktion ist wachstumsent-
koppelt durch eine Phosphatlimitierung bei ≤ 0,8 mg/l KH2PO4 (Welter, 2000). In
dieser Versuchsreihe wird untersucht, in wie weit sich eine erho¨hte Phosphatkonzen-
tration auf die Produktion, das Biomassenwachstum sowie auf die Morphologie des
Pilzes auswirkt.
Die IA-Produktion beginnt unabha¨ngig von der Phosphatkonzentration (Abbildung
4.6) zwischen 24 und 48 h nach der Inkubation mit Sporen. Zu diesem Zeitpunkt sind
ca. 2/3 der exponentiellen Wachstumsphase abgeschlossen. Dies wu¨rde bedeuten,
dass der Prozess nicht vollsta¨ndig wachstumsentkoppelt ist. Laut Gyamerah beginnt
die IA-Produktion am Ende der Wachstumsphase, ungefa¨hr 35,6 % des Wachstums
ﬁndet wa¨hrend der IA-Produktionsphase statt (Gyamerah, 1995b). Dieses konnte
mit dem A. terreus LU02b ebenfalls gezeigt werden.
Nach 6 Tagen Kultivierungsdauer wurden mit ho¨heren (>0,04 g/l KH2PO4) Phos-
5Das Standardproduktionsmedium wurde von dem FNR Projekt 99NR039/22003999-”Verbundvorha-
ben: Entwicklung von Bindemitteln aus nachwachsenden Rohstoﬀen fu¨r Klebstoﬀe und Dichtmittel im
Bau- und Wohnbereich“ u¨bernommen (Jahnz et al., 2003).
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Abbildung 4.6: IA-Produktion und Biomassenwachstum bei Verwendung verschiedener Phos-
phatkonzentrationen; Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b in 250 ml Erlenmeyerkolben,
33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm
phatkonzentrationen mehr IA produziert. In der stationa¨ren Wachstumsphase wurde
bei der Kultivierung mit 0,16 g/l KH2PO4 9,8 ± 1,8 g/l Biotrockenmasse erreicht.
Die Morphologie des Pilzes war helles, aber sehr dichtes Myzel. Die Viskosita¨t der
Kultur war deutlich ho¨her, als bei geringeren Phosphatkonzentrationen. Die molare
Ausbeute betrug nach 8 Tagen 77 mol% und am Kultivierungsende 74 mol%. Mit
0,1 g/l KH2PO4 wurde die gleiche IA-Produktion mit durchschnittlich 8,4 ± 1,4 g/l
Biotrockenmasse erreicht. Der Pilz wuchs als feines, freies und helles Myzel und
die molare Ausbeute betrug nach 7 Tagen 83 mol% und am Ende der Kultivierung
80 mol%. Da aufgrund der Ausbeute und speziﬁschen Produktivita¨t mo¨glichst we-
nig Biomasse viel Produkt herstellen soll, wurden alle weiteren Versuche mit 0,1 g/l
KH2PO4 durchgefu¨hrt. Die erzielte IA-Konzentration (75 g/l nach 7 Tagen) mit
0,1 g/l KH2PO4 konnte reproduziert werden. Weiterhin konnten erstmals 90 g/l
Itaconsa¨ure nach 13 Tagen Kultivierung produziert werden.
• Stickstoﬄimitierung/- quelle
Erste Untersuchungen zum Einﬂuss der Stickstoﬀkonzentration (unter Verwendung
des Standardproduktionsmediums mit 0,04 g/l KH2PO4, 3 g/l NH4NO3 und 120 g/l
Glucose) zeigten, dass eine Halbierung der Ammoniumnitratkonzentration keine
Auswirkung auf die IA-Produktion hat (Abbildung 4.7). Die Ammoniumkonzentra-
tion (Abbildung 4.8) sinkt wa¨hrend der Wachstumsphase von 320 mg/l auf 150 mg/l
und bleibt wa¨hrend der Produktionsphase auf diesem Niveau. Die Nitratkonzentra-
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Abbildung 4.7: IA-Produktion und Glucoseverbrauch bei verschiedenen Ammoniumnitratkon-
zentrationen; Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b in 250 ml Erlenmeyerkolben, 33 °C,
Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm
tion (Abbildung 4.9) bleibt wa¨hrend der Wachstumsphase nahezu konstant und
sinkt wa¨hrend der Produktionsphase von 1,3 g/l Nitrat auf 0,6 g/l nach 12 Ta-
gen Kultivierungsdauer. Eine Verringerung der Ammoniumnitratkonzentration zu
Beginn der Kultivierung auf 0,3 g/l NH4NO3 (10 % der Standardkonzentration)
zeigt hingegen deutlich negative Auswirkungen auf die IA-Produktion. Wa¨hrend
der Keimung der Sporen, innerhalb der ersten 24 Kultivierungsstunden, wird das
vorhandene Ammonium vollsta¨ndig verbraucht. Wa¨hrend dieser Phase bleibt die
Nitratkonzentration nahezu konstant, wird aber zu Beginn der Produktionsphase
vollsta¨ndig verbraucht. Dies zeigt, dass bei einer Konzentration von 0,3 g/l NH4NO3
nach 1,3 Tagen Kultivierung eine Stickstoﬄimitierung vorliegt. Die Produktivita¨t
ist bei dieser Kultivierung im Vergleich zu 1,5 und 3 g/l NH4NO3 von Beginn an
niedriger und es werden lediglich 36 g/l IA gebildet.
In weiteren Versuchen wurde mit 2 g/l NH4Cl (524 mg/l Stickstoﬀ) sowie 3 g/l
(NH4)2SO4 (636 mg/l Stickstoﬀ) als alleinige Stickstoﬀquelle (Abbildung 4.8) ge-
zeigt, dass in Schu¨ttelkolbenversuchen im Vergleich zur Standard-Stickstoﬀquelle
NH4NO3 kein Unterschied in der IA-Produktion, innerhalb der ersten 6 Kultivie-
rungstage, vorhanden ist.
Der Pilz nutzt vermutlich den Stickstoﬀ aus dem Ammonium wa¨hrend der Wachs-
tumsphase als Stickstoﬀquelle. Er verbraucht wa¨hrend der Wachstumsphase, bei
einer Standardkultivierung (3 g/l NH4NO3), ungefa¨hr 45 % des eingesetzten Stick-
stoﬀs (=247 mg/l Stickstoﬀ (aus NH4)). Wa¨hrend der Produktionsphase vera¨ndert
sich die Ammoniumkonzentration nicht signiﬁkant. Steht nicht ausreichend Ammo-
62 KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
0
10
20
30
40
50
60
70
I
A
 
[
g
/
l
]
 
 IA, Referenz (3 g/l NH
4
NO
3
)
 Ammonium, Referenz
 IA, 0,3 g/l NH
4
NO
3
 Ammonium, 0,3 g/l NH
4
NO
3
 IA, 1,5 g/l NH
4
NO
3
 Ammonium, 1,5 g/l NH
4
NO
3
 IA, (NH
4
)
2
SO
4
 Ammonium, (NH
4
)
2
SO
4
Zeit [d]
0
50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
 
A
m
m
o
n
i
u
m
 
[
m
g
/
l
]
Abbildung 4.8: IA-Produktion und Ammoniumkonzentration bei verschiedenen Ammonium-
nitratkonzentrationen und Ammoniumsulfat als Stickstoﬀquelle; Kultivierung von Aspergillus
terreus LU02b in 250 ml Erlenmeyerkolben, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm
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Abbildung 4.9: IA-Produktion und Nitratkonzentration bei verschiedenen Ammoniumnitrat-
konzentrationen; Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b in 250 ml Erlenmeyerkolben, 33 °C,
Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm
4.1. WACHSTUM UND IA-PRODUKTION IM SCHU¨TTELKOLBEN 63
nium zur Verfu¨gung, wie bei der Verwendung von 0,3 g/l NH4NO3 (=52,5 mg/l
Stickstoﬀ (aus NH4)), nutzt der Pilz vermutlich auch das Nitrat als Stickstoﬀquel-
le, da das Nitrat, nach dem Verbrauch des Ammoniums, ebenfalls vollsta¨ndig ver-
braucht wird. Dem Pilz standen 105 mg/l Gesamtstickstoﬀ zur Verfu¨gung und es lag
vermutlich eine Stickstoﬄimitierung vor, da der Pilz wa¨hrend der Wachstumsphase
unter Standardbedingungen ungefa¨hr 247 mg/l Stickstoﬀ verbraucht.
Wa¨hrend der Wachstumsphase nutzt der Pilz, bei einer ausreichenden NH4NO3
Konzentration, den Stickstoﬀ des Nitrates vermutlich nicht als Stickstoﬀquelle, da
keine Abnahme vorhanden ist. Wa¨hrend der Produktionsphase sinkt die Nitrat-
konzentration hingegen um ungefa¨hr 50 %. Bei einer Standardkultivierung (3 g/l
NH4NO3) steht wa¨hrend der Produktionsphase mit 327 mg/l Stickstoﬀ des Ammo-
niums ausreichend Stickstoﬀ als Quelle zur Verfu¨gung. Da der Pilz diesen aber nicht
verbraucht, nutzt er vermutlich den Stickstoﬀ des Nitrates nicht als Stickstoﬀquel-
le sondern nutzt das Nitrat als Redoxmittel. Inwieweit dies die Kultivierung von
A.terreus und insbesondere die IA-Produktion beeinﬂusst muss in weitergehenden
Arbeiten genauer untersucht werden.
Unter Standardbedingungen, 3 g/l NH4NO3, liegt keine Stickstoﬄimitierung vor.
Um die weiteren Ergebnisse mit den bisherigen Versuchen vergleichen zu ko¨nnen
und um eine Stickstoﬄimitierung zu vermeiden, werden weiterhin 3 g/l NH4NO3
bei den folgenden Versuchen als Stickstoﬀquelle eingesetzt.
4.1.2.4 Einﬂuss der Sporenlagerung bei 4 °C auf die Aktivita¨t des Pilzes
Aspergillus terreus LU02b
Die Sporen werden auf Czapek-Dox Agar vermehrt, mit einer NaCl Lo¨sung (0,9 % w,v)
geerntet (Kapitel 3.1.1, Seite 28) und anschließend bis zum Animpfen bei 4 °C gelagert.
Um zu untersuchen ob die Zeit der Lagerung bei 4 °C einen Einﬂuss auf das Wachstum
und die Produktivita¨t des Pilzes hat, wurden Sporen, die 2 Wochen, 0,5, 1 und 1,5 Jahre
bei 4 °C gelagert wurden, parallel unter den gleichen Bedingungen kultiviert (Abbildung
4.10).
Das Wachstum sowie die IA-Produktion zwei Wochen alter Sporen entsprach denen
mit frischen Sporen (siehe Referenz, Abbildung 4.6). Bei den Kultivierungen mit 0,5, 1
und 1,5 Jahren gelagerten Sporen war nach einem Tag Inkubation kein Wachstum erkenn-
bar. Nach zwei Tagen war aber zwischen den verschiedenen Ansa¨tzen kein Unterschied
im Wachstum vorhanden und nach drei Tagen wurde ungefa¨hr 4 g/l Biomasse gebildet.
Bei der Citronensa¨ureherstellung stellte Omar einen großen Einﬂuss des Sporenalters bei
Aspergillus niger Stamm 836 fest. Wurden die Sporen ein Jahr gelagert, sank die Pro-
duktbildung im Vergleich zu frisch geernteten Sporen von 80 g/l auf 5 g/l (Omar et al.,
1992). Dieses trat bei der Itaconsa¨ureherstellung mittels A. terreus LU02b nicht auf.
Die IA-Produktion ist bei 0,5, 1 und 1,5 Jahren gelagerten Sporen im Vergleich zu den
frischen Sporen ca. einen halben Tag verzo¨gert. Jedoch ist die Biomassenbildung, die IA-
Produktivita¨t sowie die IA-Endkonzentration unabha¨ngig von der Zeit der Lagerung der
Sporen bei 4 °C.
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Abbildung 4.10: Unterschiedliche Lagerungszeit der Sporen; Kultivierung von Aspergillus ter-
reus LU02b in 250 ml Erlenmeyerkolben, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm
Das bedeutet, dass eine gro¨ßere Menge an Sporen als Vorrat hergestellt werden kann.
Dieser kann u¨ber einen la¨ngeren Zeitraum (Lagerung bei 4 °C bis 1,5 Jahre) als Inoku-
lum fu¨r Kultivierungen eingesetzt werden. Die lag-Phase ist ungefa¨hr einen halben Tag
verla¨ngert. Aber die Sporenherstellung und Ernte fu¨r jede einzelne Kultivierung wu¨rde
entfallen. Die Kultivierungsvorbereitungszeit mit der derzeitgen Methode der Bereitstel-
lung des Inokulums (Sporenherstellung, Sporenernte und Bestimmung der Konzentration)
wu¨rde somit deutlich verku¨rzt werden.
4.1.3 Diskussion: Kultivierung im Schu¨ttelkolben
Nach einer Medien-Optimierung war die maximal erreichte IA-Konzentration von K.
Welter 49 g/l nach 8 Tagen Kultivierung (Welter, 2000) (Abbildung 4.11). In dem nach-
folgenden Projekt konnte mit dem Eigenisolat A. terreus LU02b im 1,5 l Glasru¨hrreaktor
unter Glucosezudosage 78 g/l IA aber nach einer Kultivierungszeit von 25 Tagen herge-
stellt werden (Jahnz et al., 2003). Eigene Versuche zeigten, dass bei einer Sauerstoﬀunter-
brechung von 10 Minuten (schlechte Sauerstoﬀversorgung) die IA-Produktivita¨t sowie die
erreichte Konzentration deutlich schlechter sind im Vergleich zu parallel Versuchen mit
einer nahezu kontinuierlichen Sauerstoﬀversorgung (gleichma¨ßige Sauerstoﬀversorgung).
Die Morphologie des Pilzes ist bei einer gleichma¨ßigen Sauerstoﬀversorgung kein Gemisch
aus Myzel und dunklen Pellets, sondern einheitliches lockeres Myzel.
Laut Literatur wird bei Sauerstoﬀmangel weniger NADH verbraucht und dessen Kon-
zentration steigt an, wodurch die Isocitrat-Dehydrogenase und die Citrat-Synthase ge-
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Abbildung 4.11: U¨bersicht der maximalen Produktivita¨ten und der maximal produzierten IA-
Konzentrationen in 250 ml Erlenmeyerkolben und 1,5 l Glasfermenter (Jahnz et al., 2003)
hemmt werden und der Citratzyklus zum Erliegen kommt (Karlson et al., 1994). Die
Citrat-Synthase stellt aber die Citronensa¨ure, aus der die Vorstufe der IA synthetisiert
wird, bereit. Weiterhin muss der pH-Wert innerhalb der Zellen, gegen einen a¨ußeren pH-
Wert von 2,0, auf pH 6,0-7,0 gehalten werden, da die cytoplasmatischen Enzyme dort ihr
Optimum besitzen. Außerdem muss die IA, die im Cytoplasma hergestellt wird, gegen
einen Konzentrationsgradienten nach außen ins Medium abgegeben werden. Diese beiden
energieabha¨ngigen Prozesse forcieren eine kontinuierliche ATP Versorgung. Eine konti-
nuierliche Sauerstoﬀversorgung zur ausreichenden Versorgung mit ATP ist somit fu¨r die
IA-Produktion durch den ﬁlamento¨sen Pilz Aspergillus terreus notwendig.
Unter diesen Bedingungen konnte mit einer maximalen Produktivita¨t von 0,43 g/(lh) nach
10 Tagen Kultivierung im Schu¨ttelkolben eine IA-Endkonzentration von 65 g/l erreicht
werden. Da, zu diesem Zeitpunkt, die Glucose vollsta¨ndig verbraucht war, wurde mit einer
ho¨heren Glucoseanfangskonzentration (180 g/l) unter gleichen Bedingungen die Kultivie-
rung durchgefu¨hrt. Die maximale Produktivita¨t weicht mit 0,46 g/(lh) nicht signiﬁkant
von der Referenz Kultivierung mit 120 g/l Glucose ab. Die erreichte Endkonzentration
ist mit 71 g/l nicht deutlich verbessert. Da die Kurvenverla¨ufe des Glucoseverbrauches
und der IA-Produktion unabha¨ngig von der Ho¨he der eingesetzten Glucosekonzentration
(120 g/l und 180 g/l) verlaufen, kann sowohl eine Substratlimitierung wie auch eine Sub-
strathemmung durch diese hohe Startkonzentration von 180 g/l ausgeschlossen werden.
Bei der Phosphatoptimierung hingegen konnte mit 0,1 g/l KH2PO4 eine maximale Pro-
duktivita¨t von 0,53 g/(lh) und 90 g/l IA nach lediglich 13 Tagen Kultivierung erreicht
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werden. Die Biomasse ist mit ∼ 8,4 g/l ungefa¨hr um 2 g/l gegenu¨ber der Referenz erho¨ht.
Die erreichte Produktivita¨t zeigt aber, dass bei dieser Biomassenkonzentration die Versor-
gung mit Na¨hrstoﬀen und Sauerstoﬀ gegenu¨ber der Referenz nicht schlechter ist. Mit dem
gleichen Medium6 und dem gleichen Stamm konnte somit im Vergleich zu dem bisherigen
Stand an der FAL die maximale Produktivita¨t um 0,21 g/(lh) und die Endkonzentration
um 12 g/l bei einer gleichzeitigen Halbierung der Fermentationsdauer erreicht werden.
Weiterhin wurde die molare Ausbeute von 50 % auf 80 % gesteigert.
Unter Standardbedingungen, mit 3 g/l NH4NO3, liegt wa¨hrend der fermentativen IA-
Herstellung keine Stickstoﬄimitierung vor. Wird die Ausgangskonzentration auf 10 %
reduziert tritt bereits nach 24 Stunden eine Stickstoﬄimitierung ein und die IA-Pro-
duktivita¨t sowie die erreichte Endkonzentration ist im Vergleich zu Kultivierungen oh-
ne Stickstoﬄimitierung deutlich niedriger. Inwieweit das Nitrat als Redoxmittel die IA-
Produktion beeinﬂusst muss in weiteren Arbeiten untersucht werden.
Die Ergebnisse im Schu¨ttelkolben konnten mehrfach reproduziert werden. Dennoch ist
bei diesen Kultivierungen zwischen den Doppelansa¨tzen vereinzelt eine Abweichung in der
Produktion vorhanden. Bei den Versuchen zur Sporenlagerung ist z.B. eine Abweichung
des Kolben 2 der zwei Wochen alten Sporen (Abbildung 4.10) von der Produktion des
Kolben 1 vorhanden. Die Versuche zur Handhabung (Kapitel 4.1.2.1, Seite 54) zeigen,
dass die Sauerstoﬀversorgung im Schu¨ttelkolben die IA-Produktion stark beeinﬂusst. Da-
her kann diese Abweichung zwischen den Doppelansa¨tzen in der Handhabung wa¨hrend
der Probenahme begru¨ndet sein. Vermutlich ist bei der Probenahme nach drei Tagen die
Sauerstoﬀversorgung schlechter gewesen, da die IA-Produktion nach diesem Zeitpunkt
stark von dem Parallelansatz abweicht. Dadurch, dass wa¨hrend der Probenahme die Er-
lenmeyerkolben per Hand weiter geschu¨ttelt werden, wird versucht die Unterbrechung der
Sauerstoﬀversorgung zu minimieren. Hinzu kommt, dass die verwendeten Erlenmeyerkol-
ben 3 Schikanen besitzen, die fu¨r den Sauerstoﬀeintrag wa¨hrend der Submerskultivierung
von Aspergillus terreus notwendig sind. Diese Schikanen werden aber manuell gefertigt,
so dass diese Kolben nicht gleich sind. Da diese Einﬂu¨sse bei der Kultivierung in Erlen-
meyerkolben aber nicht ausgeschlossen werden ko¨nnen, werden weitere Untersuchungen
im Fermenter durchgefu¨hrt.
4.2 Untersuchung der IA-Herstellung im 1,5 l Ru¨hr-
reaktor
Die IA-Herstellung wird ausgehend von den Schu¨ttelkolbenversuchen in den 1 l Maßstab
u¨bertragen. Die Kultivierungen werden in einer 4fach Fermenteranlage (Kapitel 3.1.4,
Seite 31) durchgefu¨hrt. Somit kann der Einﬂuss der IA-Produktion durch Probenahmen
sowie unterschiedlicher Schu¨ttelkolben ausgeschlossen werden. Weiterhin kann in vier par-
allelen Ansa¨tzen unter gleichen Bedingungen kultiviert werden.
Bei den Kultivierungen im Fermenter kann erstmals der Gelo¨stsauerstoﬀ, der pH Verlauf
6Mit Ausnahme der Phosphatkonzentration, 0,1 g/l KH2PO4, sowie einer erho¨hten Substratanfangs-
konzentration
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und das Redoxpotenzial online gemessen werden. Bei den Kultivierungen im Schu¨ttelkol-
ben sank unabha¨ngig von der Substratkonzentration nach 6 Tagen die Produktivita¨t. Die
Ursache dieser starken Abnahme soll in diesem Kapitel untersucht werden.
4.2.1 Sauerstoﬀversorgung
Die Schu¨ttelkolbenversuche zeigen, dass eine kontinuierliche Sauerstoﬀversorgung notwen-
dig ist (Kapitel 4.1.2.1, Seite 54). Dieser Parameter soll daher na¨her untersucht werden.
Die Begasung erfolgt u¨ber eine Edelstahlfritte. Diese ist im Fermenter so angeordnet, dass
die feinen austretenden Gasblasen direkt von dem Ru¨hrsystem (ca. 2 cm u¨ber dem Reak-
torboden) verteilt werden. Dies ist fu¨r eine gleichma¨ßige Verteilung und hohe Verweilzeit
der Gasblasen im Reaktorinnenraum notwendig. Außerdem entstehen aufgrund der hohen
Glucoseanfangskonzentration sehr kleine Gasblasen, was den Sauerstoﬀu¨bergang von der
Gasphase in die Flu¨ssigphase begu¨nstigt.
Zu Fermentationsbeginn wird das Medium mit Sauerstoﬀ gesa¨ttigt und anschließend wird
die Zuluft gestoppt. Der Reaktor wird mit Sporen beimpft. Diesen Sporen steht wa¨hrend
der Keimung der Gelo¨stsauerstoﬀ zur Verfu¨gung. Sinkt der Gelo¨stsauerstoﬀpartialdruck
unter 10 % wird die Zuluft manuell stufenweise geo¨ﬀnet um eine Sauerstoﬄimitierung zu
vermeiden. Wa¨hrend der Wachstums- und Produktionsphase wird der Reaktor kontinu-
ierlich mit Sauerstoﬀ versorgt. Die Begasung betra¨gt in der Regel 0,5 bis 1 v/vm.
Aufgrund der hohen, aber wa¨hrend der Wachstumsphase notwendigen, Begasungsrate
kommt es sehr schnell zu Flotation7. Dadurch kommt es zum Biomassenaustrag und
U¨berscha¨umen des Reaktors (Abbildung 4.12). Die Biomasse wird aus der Flu¨ssigpha-
se ausgetragen und lagert sich oberhalb der Phasengrenze an der Reaktorinnenwand an.
Setzt im weiteren Verlauf eine starke Schaumbildung ein, tritt dieser Schaum samt Bio-
masse u¨ber die Abluftstrecke aus. Um dies zu verhindern wird nach einem Tag Kultivie-
rung 0,3 ml/l Antischaummittel (Ucolup N-115, Brenntag Mineralo¨l GmbH, Mu¨lheim a.
d. Ruhr) zugegeben. Indem das Antischaummittel wa¨hrend der Wachstumsphase vor der
ersten Schaumbildung zugegeben wird, tritt wa¨hrend der gesamten Fermentation keine
Schaumbildung auf.
Die Keimung der Sporen ﬁndet innerhalb der ersten 15 Stunden der Kultivierung statt.
Bei einer manuellen Sauerstoﬀregelung wird nicht immer zum gleichen Zeitpunkt die Sau-
erstoﬀzufuhr geo¨ﬀnet. Um zu vermeiden, dass eine Sauerstoﬄimitierung eintritt und um
einen konstanten Partialdruck wa¨hrend der gesamten Fermentation einzustellen wird eine
Sauerstoﬀregelung in die Fermenteranlage integriert.
4.2.1.1 Sauerstoﬀregelung
Bei dem Fermenter 1 der 4fach Multifermenteranlage wurde eine Sauerstoﬀregelung in-
stalliert. Der Regler wurde in das Schaltbild der Datenverarbeitung (DaisyLab 6.0) aufge-
nommen. Der Sollwert des konstant zu haltenden Sauerstoﬀpartialdrucks wurde auf 25 %
eingestellt. Der online Sauerstoﬀpartialdruck des Fermenters dient dem Regler als Ein-
7Myzel haftet an den feinen Luftblasen und schwimmt mit den Luftblasen nach oben.
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Abbildung 4.12: Biomassenaustrag im 1,5 l Glasfermenter der 4fach Fermenteranlage; Kulti-
vierung von Aspergillus terreus LU02b, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
gangssignal (Istwert). Fa¨llt der Sauerstoﬀpartialdruck infolge der Sporenkeimung unter
25 %, setzt die Regelung ein und die Zuluft wird entsprechend der Abweichung zwischen
Soll- und Istwert geo¨ﬀnet. Bei den Fermentern 2-4 wird die Zuluft weiterhin manuell ein-
gestellt.
In der Abbildung 4.13 ist der Gelo¨stsauerstoﬀpartialdruck in der oberen Kurve dargestellt.
Zu Beginn der Fermentation war im Fermenter 1 die Zuluft durch den Sauerstoﬀregler ge-
schlossen, da der Istwert weit u¨ber den vorgegebenen Sollwert von 25 % lag. Im Fermenter
ohne Sauerstoﬀregelung wurde die Zuluft manuell geschlossen. Infolge der Sporenkeimung
beginnt die Sauerstoﬀzehrung. Nach 10 Stunden wurde die Zuluft abha¨ngig vom Ist-
wert des Sauerstoﬀpartialdruckes geregelt. Nach 1,5 Tagen war die Zuluft mit 0,8 v/vm
vollsta¨ndig geo¨ﬀnet, reichte aber nicht aus um den Sauerstoﬀpartialdruck auf 25 % zu hal-
ten. Wa¨hrend dieser Phase befand sich der Pilz in der Wachstumsphase. Nach ungefa¨hr
2 Tagen war die Wachstumsphase beendet und die Regelung hielt den Gelo¨stsauerstoﬀ-
partialdruck auf ungefa¨hr 25 %.
Bei der Fermentation ohne Sauerstoﬀregelung war der Verlauf des Gelo¨stsauerstoﬀpar-
tialdruckes innerhalb der ersten 10 Stunden vergleichbar der Fermentation mit Regelung.
Die Zuluft wurde aber erst nach 15,5 Stunden manuell auf 0,2 v/vm geo¨ﬀnet, worauf
der pO2 (gemessener Gelo¨stsauerstoﬀpartialdruck im Medium) sofort auf 100 % anstieg.
Zwischenzeitlich war der pO2 allerdings fu¨r 2 Stunden unter 5, aber u¨ber 1,5 %. Nach 24
Stunden und bis zum Ende der Fermentation wurde die Zuluft auf 0,5 v/vm eingestellt.
Die IA-Produktion setzt unabha¨ngig von der Regelung zwischen 1 und 1,5 Tagen ein.
Zu diesem Zeitpunkt war der pH-Wert von 3,1 auf 1,8-2,0 abgesunken und blieb bis zum
Fermentationsende auf diesem Niveau. Ohne Sauerstoﬀregelung setzte die IA-Produktion
ungefa¨hr 8 Stunden verzo¨gert ein. Diese Verzo¨gerung beim Produktionsstart ko¨nnte daran
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Abbildung 4.13: Kultivierung im 1,5 l Glasfermenter mit Sauerstoﬀregelung - ohne Sauerstoﬀre-
gelung, Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
liegen, dass der Fermenter wa¨hrend der Sporenkeimung fu¨r 2 Stunden zwischen 1,5 und
5 % lag.
In der gro¨ßten Produktionsphase zwischen dem 2. und 3. Tag ist kein nennenswerter Un-
terschied zwischen diesen beiden Fermentationsverla¨ufen erkennbar. Nach 2,5 Tagen ist
eine geringe und nach 4 Tagen eine deutliche Produktionsabnahme unabha¨ngig von der
Sauerstoﬀversorgung und von dem Gelo¨stsauerstoﬀpartialdruck (25% zu 80%) vorhanden.
In beiden Fermentationen wird eine Endkonzentration von 83 g/l IA erreicht.
Durch die Zugabe des Antischaummittels sinkt der Gelo¨stsauerstoﬀpartialdruck und das
Redoxpotenzial zeigt einen positiven Ausschlag. Das Signal der Redoxelektrode hat am
Ende der Wachstumskurve, nach 2 Tagen, ein Minimum erreicht. Bis zum ersten Ein-
knicken der Produktivita¨t nach 2,5 bzw. 3 Tagen steigt das Signal stark an. In diesem
Bereich kommt es zu einer Hysterese. Im weiteren Verlauf, bis zur deutlichen Produktions-
abnahme nach 4 Tagen, steigt das Signal weiter und bleibt nach diesem 4. Tag konstant.
Es konnte bisher nicht gekla¨rt werden, was die Ursache fu¨r die Hysterese im Redoxsignal
bzw. fu¨r das Umschalten der Produktionsgeschwindigkeiten der IA ist. Zu den Zeitpunkten
zu denen das Redoxsignal Vera¨nderungen anzeigt, sind in den Verla¨ufen des pH-Wertes
und des Gelo¨stsauerstoﬀpartialdruckes keine Auﬀa¨lligkeit vorhanden. Anhand dessen la¨sst
sich ausschließen, dass diese beiden Parameter den Verlauf des Redoxsignals wa¨hrend der
Produktionsphase verursachen.
Im 1,5 l Ru¨hrreaktor ist ein stabiler, reproduzierbarer Prozess etabliert. In beiden Fer-
mentationen war wa¨hrend der Produktionsphase eine kontinuierliche Sauerstoﬀversorgung
gegeben. Der Unterschied im Gelo¨stsauerstoﬀpartialdruck wa¨hrend der Produktionspha-
se, 25% zu 80 %, wirkt sich anscheinend nicht auf die Fermentation aus.
Eine Unterbrechung der Zuluft hingegen zeigt auch im Fermenter deutliche Auswirkungen
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Abbildung 4.14: Kultivierung im 1,5 l Glasfermenter mit Sauerstoﬀregelung - Zuluftausfall
(1 h), Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
auf die Fermentation (Abbildung 4.14). Nach dem Ausfall konnte 36 Stunden keine wei-
tere IA-Produktion gemessen werden. Es bildeten sich wie in dem Schu¨ttelkolbenversuch
(Abbildung 4.3, Seite 56) kleine dunkle Pellets. Im weiteren Fermentationsverlauf wurde
nach dem Zuluftausfall trotz kontinuierlicher Begasung die IA-Produktivita¨t der Kulti-
vierung mit Sauerstoﬀregelung nicht erreicht. Zur fermentativen IA-Herstellung mit dem
Pilz A. terreus scheint eine kontinuierliche Sauerstoﬀversorgung mit einem pO2 >5 % fu¨r
eine reproduzierbare IA-Produktion notwendig zu sein.
4.2.1.2 Sauerstoﬀoszillation
In dieser Versuchsreihe wurde der Einﬂuss einer konstanten vergleichend zu einer oszillie-
renden Sauerstoﬀversorgung untersucht. Bei der fermentativen Glucoseoxidase Produk-
tion durch Aspergillus niger konnte gezeigt werden, dass eine oszillierende Sauerstoﬀver-
sorgung (Periode=140 s) die Enzymkonzentration sowie dessen Transport aus der Zelle
positiv beeinﬂusst (Tra¨ger et al., 1992). Bei der fermentativen IA-Produktion im Schu¨ttel-
kolben konnte gezeigt werden, dass Unterbrechungen der Sauerstoﬀversorgung von 10 Mi-
nuten sich negativ auf die IA-Produktion auswirken (Abbildung 4.2, Seite 55). Bei einer
kontinuierlichen Sauerstoﬀversorgung scheint die Fermentation wa¨hrend der Produkti-
onsphase nicht von der Ho¨he des Gelo¨stsauerstoﬀpartialdruckes abzuha¨ngen (Abbildung
4.13). Im folgenden wurde untersucht, ob eine Oszillation der Zuluft/der Begasungsrate
einen a¨hnlich positiven Einﬂuss auf die Fermentation zeigt, wie bei der Glucoseoxidase
Fermentation durch A. niger.
Eine Oszillation der Begasungsrate mit einer Periode von 100 s (Abbildung 4.15)
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Abbildung 4.15: Zuluft der Sauerstoﬀ-Oszillation (Begasungsrate), Kultivierung von Aspergillus
terreus LU02b im 1,5 l Glasfermenter mit Zuluftregelung (oszillierend, Periode=100 s)
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Abbildung 4.16: Kultivierung im 1,5 l Glasfermenter mit Zuluftregelung (Begasungsrate ist
oszillierend, Periode=100 s), Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b, 33 °C, Start pH 3,1
ungeregelt
wirkt sich nicht auf die IA-Produktion, den Glucoseverbrauch und das Redoxpotenzial aus
(Abbildung 4.16). Die gleichfo¨rmige, periodische Schwingung (100 s) der Zuluft zwischen 0
und 0,8 v/vm bewirkte keinen signiﬁkanten Einﬂuss auf den Gelo¨stsauerstoﬀpartialdruck
(Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.17: Kultivierung im 1,5 l Glasfermenter mit Zuluftregelung (oszillierend, Peri-
ode=2 h), Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
Um eine Vera¨nderung des Gelo¨stsauerstoﬀpartialdruckes zu erzwingen wird der Sau-
erstoﬀregler so eingestellt, dass er abwechselnd je 1 Stunde den Gelo¨stsauerstoﬀpartial-
druck im Medium auf 45 % und 5 % ha¨lt. Apparativ hat diese Regelung funktioniert.
Der Regler hat die Zuluft entsprechend der Diﬀerenz zwischen dem Istwert des pO2 und
Sollwert (abwechselnd 1 Stunde 45%, 1 Stunde 5 %) geregelt, so dass der gemessene
pO2 Wert im Medium tatsa¨chlich den entsprechenden Sollwert erreicht (Abbildung 4.17,
obere Graﬁk). Somit kann eine nahezu gleichfo¨rmige, periodische Schwingung (2 h) des
Gelo¨stsauerstoﬀpartialdruckes im Medium erreicht werden. Wie in der unteren Graﬁk der
Abbildung 4.17 zu erkennen, fu¨hrt dieser Versuchsansatz zu einer Verschlechterung der
IA-Produktion. Zum einen setzt die IA-Produktion 1 Tag spa¨ter ein als bei der Fermen-
tation mit einer kontinuierlichen Sauerstoﬀregelung (Sollwert 25 %), zum anderen ist die
Produktivita¨t deutlich geringer. Der Knick in der Produktivita¨t, der bei einer Standard-
fermentation nach 4 Tagen auftritt, tritt bei diesem Versuchsansatz nach 6,5 Tagen ein
und es wird lediglich eine IA-Enkonzentration von 73 g/l erreicht. Die molare Ausbeute
betra¨gt 70 mol%. Wie bei der Kultivierung mit Zuluftausfall (Abbildung 4.14) wird auch
bei dieser Kultivierung vermehrt Gluconsa¨ure (20 g/l nach 13 Tagen Kultivierung) als
Nebenprodukt gebildet. Auf die Nebenproduktbildung wird im Kapitel 4.2.5.1, Seite 87
genauer eingegangen.
Durch diese beiden Versuchsansa¨tze (periodische Schwingung (100 s) der Begasungs-
rate zwischen 0 und 0,8 v/vm und periodische Schwingung (2 h) des Gelo¨stsauerstoﬀpar-
tialdruckes im Medium) konnte keine Verbesserung der IA-Produktion erzielt werden.
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4.2.2 Diskussion: Kultivierung im 1,5 l Ru¨hrreaktor, Einﬂuss
der Sauerstoﬀregelung und -oszillation
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Abbildung 4.18: U¨bersicht der maximalen Produktivita¨ten und der maximal produzierten IA-
Konzentrationen in 1,5 l Glasfermenter unter verschiedenen Sauerstoﬀversorgungen, Kultivie-
rung von Aspergillus terreus LU02b, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
Der Vergleich der unterschiedlichen Sauerstoﬀversorgungen (Abbildung 4.18) zeigt,
dass die maximale Produktivita¨t bei einer kontinuierlichen Sauerstoﬀregelung auf 25 %
pO2 geringfu¨gig ho¨her war als bei der manuellen Regelung. Bei der manuellen Regelung
schwankt der pO2 zwischen 1,5 und 80 %. Die Auswirkung auf die Fermentation ist aber
minimal, so dass nach 9 Tagen die gleich IA Endkonzentration erreicht wird. Der Zu-
luftausfall zeigt, dass die Produktivita¨t infolge eines Ausfalls deutlich sinkt. Daher muss
ein apparativer Ausfall der Zuluftversorgung vermieden werden. Zeigt die oszillierende
Begasungsrate (100 s) weder Vor- noch Nachteile, so wirkt sich der einstu¨ndige Wechsel
zwischen 5 und 45 % pO2 negativ aus und sollte daher vermieden werden.
Durch die verschiedenen Ansa¨tze der Sauerstoﬀversorgung kann in keinem Versuchsansatz
das Einbrechen der Produktivita¨t verhindert werden. Die Ursache fu¨r die Erniedrigung
der IA-Produktion nach 2,5 und nach 4 Tagen bei der Referenz (Abbildung 4.13, Seite 69,
IA mit Sauerstoﬀregelung) muss aufgekla¨rt werden. Eine mo¨gliche Ursache ko¨nnte ei-
ne Limitierung von Medienbestandteilen, eine Produkthemmung oder eine Ansammlung
hemmender Stoﬀe im Medium sein. Daher wird der Einﬂuss der Medienkomponenten
74 KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
sowie die Fermentationsbru¨he mittels HPLC genauer untersucht. Weiterhin werden Un-
tersuchungen auf eine Produkthemmung durchgefu¨hrt.
4.2.3 Einﬂuss der Medienbestandteile
In diesem Kapitel wird der Einﬂuss verschiedener Medienkomponenten auf die IA-Pro-
duktion sowie auf die Morphologie des Pilzes na¨her untersucht.
4.2.3.1 Calcium
Laut Literatur beeinﬂusst die Morphologie des Pilzes nicht unerheblichen die Itaconsa¨ure-
produktion (Gyamerah, 1995a). Speziell die Pra¨senz der Ca2+, Zn2+ und Fe2+ Ionen beein-
ﬂusst die Art der Sporenkeimung und die daraus folgende Erscheinungsform. Mit diesem
Versuch soll festgestellt werden, wie sich eine Variation der CaCl2 Konzentration auf
die Morphologie und die Produktbildung von A. terreus LU02b auswirkt. Dazu wurden
Fermentationen mit den Konzentrationen 0,2; 1; 5; 10 und 20 g/l CaCl2 durchgefu¨hrt
(Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.19: Variation der CaCl2 Konzentration, Kultivierung von Aspergillus terreus
LU02b im 1,5 l Glasfermenter, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
Besonders bei der niedrigen und der hohen Konzentration von Calcium ist die Wirkung
auf die Produktbildung und die Morphologie ausgepra¨gt. Im Bereich von 1 bis 10 g/l CaCl2
sind die Unterschiede bezu¨glich der Itaconsa¨ureproduktion weniger stark ausgebildet. Die
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Abbildung 4.20: U¨bersicht der maximalen Produktivita¨ten und der maximal produzierten IA-
Konzentrationen im 1,5 l Glasfermenter bei verschiedenen CaCl2 Konzentrationen, Kultivierung
von Aspergillus terreus LU02b, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
Ergebnisse sprechen dafu¨r, dass eine eingesetzte CaCl2-Konzentration in diesem Bereich
fu¨r die Kultivierung im Fermenter vorteilhaft ist. Die Kultivierung mit 5 g/l CaCl2 zeigt
die beste Kombination von Produktivita¨t und Endkonzentration (Abbildung 4.20). Diese
Konzentration wird daher fu¨r alle weiteren Fermentationen verwendet.
Dass sich der Gehalt an Ca2+-Ionen neben der Produktbildung auch auf die Morphologie
auswirkt ist in der Abbildung 4.21 zu erkennen. Die Kultivierung mit 5 g/l CaCl2 zeigt
ein Wachstum in lockerer Pelletform. Der Rand der Pilzagglomerate ist lose und ausge-
franst mit einzelnen, langen Myzelfa¨den. Mit sinkender CaCl2-Konzentration wird das
Pellet kompakter. Das Myzel wa¨chst dichter, mit ku¨rzeren Hyphen, der Rand ist deutlich
abgegrenzt. Bei Anhebung der Konzentration lockert die Pelletstruktur auf, das Myzel
wa¨chst weniger dicht und die einzelnen Hyphen zeigen verku¨rzte, knollenartige Formen.
Bei Einsatz von 20 g/l CaCl2 bildet der Pilz ein nahezu pseudo-, hefenartiges Wachstum.
Laut Literatur scheint fu¨r eine optimale IA-Produktion kleine Myzelpellets mit einem
Durchmesser von 0,1 bis 0,5 mm und einem lockeren, ausgefransten Rand am besten ge-
eignet zu sein. Sie erzielen scheinbar die besten Produktionsraten und Produktausbeuten
(Gyamerah, 1995a). Die Pilzmorphologie bei der optimalen Konzentration von 5 g/l CaCl2
stimmt mit der von Gyamerah beschriebene Morphologie u¨berein und zeigt im Vergleich
zu festeren Pellets die beste IA-Produktion.
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Abbildung 4.21: U¨bersicht der Pilzmorphologie von Aspergillus terreus LU02b mit verschie-
denen CaCl2 Konzentrationen im 1,5 l Glasfermenter, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt ; 40fach
vergro¨ßert
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4.2.3.2 Natrium
NaCl ist bisher kein Bestandteil des Standardproduktionsmedium (Tabelle 3.1, Seite 29).
Trotzdem wird durch das Inokulum eine geringe Menge NaCl in die Kultivierung eingetra-
gen (Kapitel 3.1.1, Seite 28). Die Sporen sind in einer 0,9 %igen NaCl-Lo¨sung suspendiert.
Je nach Ho¨he der Sporenkonzentration werden ca. 5-10 ml Inokulum beno¨tigt. Die Menge
von NaCl, die auf diese Weise ins Medium gelangt bela¨uft sich auf unter 0,1 g/l. Es be-
steht die Mo¨glichkeit, dass die Zugabe von NaCl das Fermentationsergebnis beeinﬂusst.
Untersucht werden die Konzentrationen 0,2; 0,5; 1 und 2 g/l NaCl.
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Abbildung 4.22: Variation der NaCl Konzentration, Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b
im 1,5 l Glasfermenter, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
Die Zugabe von 0,2 und 0,5 g/l NaCl zeigt keinen Einﬂuss auf den Fermentationsver-
lauf (Abbildung 4.22). Der Einsatz von 2 g/l NaCl bewirkt eine deutliche Abnahme der
Produktivita¨t. Bei der Zugabe von 1 g/l NaCl ist die Produktivita¨t zwischen 1,5 und 2,5
Tagen geringer als bei der Referenz. Nach 2,5 Tagen verringert sich aber die Produktivita¨t
bei der Referenz, wohingegen sie bei dem Einsatz von 1 g/l NaCl zwischen 2,5 und 4 Tagen
steigt. Nach 4 Tagen knickt aber unabha¨ngig von der NaCl Zugabe die Produktivita¨t. Die
NaCl Zugabe hatte somit keinen Einﬂuss auf die Produktivita¨tsabnahme nach 4 Tagen.
Der Verlauf zwischen 2 und 4 Tagen ist dennoch sehr interessant und bedarf weiteren
Untersuchungen.
Ein Vergleich der maximalen Produktivita¨ten (Abbildung 4.23) zeigt, dass NaCl diese
und die erreichte Endkonzentration nicht beeinﬂusst. Eine Menge von 2 g/l wirkt sich
negativ auf die Produktivita¨t aus.
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Abbildung 4.23: U¨bersicht der maximalen Produktivita¨ten und der maximal produzierten IA-
Konzentrationen bei verschiedenen NaCl Konzentrationen, Kultivierung von Aspergillus terreus
LU02b im 1,5 l Glasfermenter, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
4.2.3.3 Phosphat, Ammonium, Nitrat
Bei der Fermentation (Abbildung 4.13, Seite 69, mit Sauerstoﬀregelung auf 25 %, Re-
ferenz) wurde mittels HPLC die Ammonium- und die Nitratkonzentration wa¨hrend der
Kultivierung gemessen (Abbildung 4.24). Die Ammoniumkonzentration sinkt wa¨hrend
der Wachstumswachstumsphase um 45 % von 740 mg/l auf 405 mg/l und bleibt bis zum
Kultivierungsende, wa¨hrend der Produktionsphase, nahezu konstant auf diesem Niveau.
Wa¨hrend der Wachstumsphase senkt der Pilz den pH-Wert des Kultivierungsmediums
von 3,1 auf ungefa¨hr 1,8 und ha¨lt diesen niedrigen pH-Wert bis zum Kultivierungsende
bei.
Die Nitratkonzentration bleibt wa¨hrend der Wachstumsphase konstant und nimmt wa¨h-
rend der Produktionsphase, pH-Wert ist konstant auf 1,8, um 49 % auf 1,4 g/l ab. Dies
zeigt, dass wa¨hrend der fermentativen IA-Herstellung unter Standardbedingungen im 1,5 l
Ru¨hrreaktor keine Stickstoﬄimitierung vorliegt. Nach 2,5 Tagen Kultivierungsdauer wird
eine molare Ausbeute von 80 % erreicht, die nach 5 Tagen auf 75 % abnimmt.
Bei der Kultivierung von A. terreus wird das Wachstum durch die Phosphatkonzentration
im Medium limitiert (Welter, 2000). Die IA-Produktion beginnt am Ende der Wachstums-
phase, ungefa¨hr 35,6 % des Wachstums ﬁndet wa¨hrend der IA-Produktionsphase statt
(Gyamerah, 1995b). Bei der Kultivierung im 1,5 l Glasfermenter unter Standardbedin-
gungen konnte dies anhand der Phosphatmessung besta¨tigt werden (Abbildung 4.25).
Die Phosphatkonzentration sinkt wa¨hrend der Wachstumsphase von ca. 62 auf 3,36 mg/l.
Nach 2,6 Tagen nimmt die Phosphatkonzentration wieder auf 5,6 mg/l zu. 4,5 h spa¨ter
und wa¨hrend der gesamten weiteren Fermentation ist kein Phosphat im Kulturu¨berstand
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Abbildung 4.24: Ammonium- und Nitratkonzentration der Kultivierung im 1,5 l Glasfermenter
mit Sauerstoﬀregelung (25 %), Referenz, Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b, 33 °C,
Start pH 3,1 ungeregelt
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Abbildung 4.25: Phophat- und Nitratkonzentration der Kultivierung im 1,5 l Glasfermenter mit
Sauerstoﬀregelung (25 %), Referenz, Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b, 33 °C, Start
pH 3,1 ungeregelt
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messbar. Es ist auﬀa¨llig, dass auch diese A¨nderung genau zu dem Zeitpunkt der Hysterese
des Redoxsignals und der IA-Produktivita¨tsabnahme auftritt. Im Kapitel 4.1.2.3, Seite 59
wird mit einer erho¨hten Startphosphatkonzentration eine bessere IA-Produktion erreicht.
Trotz dieser erho¨hten Konzentration, 0,1 g/l statt 0,04 g/l KH2PO4, ist nach 2,8 Tagen
Kultivierung im 1,5 l Glasfermenter kein Phosphat messbar.
Eine These die untersucht werden soll ist, dass die Zelle eine Mindestkonzentration
an Phosphat beno¨tigt. Ist diese unterschritten werden Phosphatasen freigesetzt um neues
Phosphat der Zelle zur Verfu¨gung zu stellen (Liedtke and Ohmann, 1969). Dies wu¨rde
bedeuten, dass der Pilz seine Energie fu¨r andere Synthesen als zur reinen IA-Produktion
beno¨tigt und daher die Produktivita¨t zu diesem Zeitpunkt sinkt. Um zu u¨berpru¨fen,
ob eine mindest Phosphatkonzentration im Medium fu¨r die Produktion, trotz Wachs-
tumslimitierung, vorliegen muss, wurde ab 40 h (Redoxsignal durchla¨uft das Minimum,
Produktivita¨t ist maximal, 3,36 mg/l Phosphat im Medium messbar) ta¨glich 3,35 mg/l
Phosphat zugegeben (Abbildung 4.26). Die Fermentation der Abbildung 4.13, Seite 69,
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Abbildung 4.26: IA-Produktion von A. terreus LU02b im 1,5 l Glasreaktor, Standardproduk-
tionsmedium und ta¨glicher Zugabe von 3,35 mg/l PO4, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
mit Sauerstoﬀregelung auf 25 %, dient als Referenz. Wa¨hrend des Versuchsansatzes zur
Phosphatzugabe wurden parallel zwei Fermentationen durchgefu¨hrt, bei denen jeweils
ab 40 Stunden ta¨glich Phosphat zugegeben wurde. Die ta¨gliche Phosphat Zugabe zeigt
allerdings keine Auswirkung auf das Wachstum, die IA-Produktivita¨t und auf das Re-
doxpotenzial. Die Kurven entsprechen denen der Referenz. Die Morphologie des Myzels
gleicht der einer Referenz und durch die Zugabe von 3,35 mg Phosphat setzte kein erneu-
tes Biomassenwachstum ein.
Eine erho¨hte Phosphatkonzentration zu Beginn der Kultivierung (Kapital 4.1.2.3) bewirkt
eine bessere IA-Produktion. Eine ta¨gliche Phosphatzugabe von 3,35 mg/l zeigt hingegen
weder einen positiven noch negativen Einﬂuss auf die IA-Produktion.
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4.2.3.4 Einﬂuss von Eisen und Cystein
Das Enzym Aconitase, das die Vorstufe cis-Aconitsa¨ure synthetisiert, besitzt im aktiven
Zentrum ein Eisen-Schwefel Cluster. Es beno¨tigt fu¨r seine Aktivita¨t Eisen als Co-Faktor
und bindet zusammen mit Seitenketten (polaren Aminosa¨uren, hauptsa¨chlich Arginin
Resten) das Substrat Citrat. Außerdem wird das Enzym durch Bestandteile die Eisen
komplexieren inhibiert. Wenn der Eisengehalt in der Zell sinkt, verliert die Aconitase das
Eisen-Schwefel Cluster und somit seine Aktivita¨t. Es u¨bernimmt als
”
iron response prote-
in“ bindendes Enzym eine neue Aufgabe. Es bindet an der mRNA von Transferrin dessen
Genprodukt Eisen aus der Umgebung aufnimmt und, wenn ausreichend Eisen in der Zelle
vorhanden ist, bildet sich erneut das Eisen-Schwefel Cluster aus (Kapitel 2.2.2.1, Seite 9).
In der Literatur ist weiterhin zu ﬁnden, dass verschiedene Konzentrationen an Eisen die
IA-Produktion bei Aspergillus terreus NRRL 1960 stark beeinﬂussen (Batti and Schwei-
ger, 1963). Daher soll zum einen der Einﬂuss von dreiwertigen und zweiwertigen Eisen
untersucht werden und zum anderen die Zugabe von Cystein als
”
reducing agent“(Kapitel
2.2.2.1, Seite 9), um das Enzym zu stabilisieren.
• Eisenquelle
Es wurden drei Fermentationen, Fermenter 1 und 2 mit Fe(II)SO4 und Fermenter 3
mit Fe(III)Cl3, parallel durchgefu¨hrt und vergleichend zur Referenz (Sauerstoﬀrege-
lung 25 %, Fe(III)Cl3) dargestellt (Abbildung 4.27). Die eingesetzte Eisenkonzentra-
tion betra¨gt jeweils 0,34 mg/l. Bei den Fermentern 1 und 2 werden nach 40 Stunden
Kultivierung erneut Spurenelemente (ZnSO4, CuSO4 und FeSO4) zugegeben.
Bei den drei parallel durchgefu¨hrten Fermentationen ist kein Unterschied in den Kul-
tivierungsverla¨ufen vorhanden. Die unterschiedlichen Eisenquellen sowie die Spu-
renelementzugabe nach 40 Stunden wirken sich weder positiv noch negativ auf die
IA-Produktion, das Wachstum sowie auf den Glucoseverbrauch aus.
Im Vergleich zur Referenz, die unter vergleichbaren Bedingungen wie im Fermen-
ter 3 durchgefu¨hrt wurde, ist die lag-Phase bis zu Beginn der Produktionsphase
etwas verzo¨gert. Dies ko¨nnte darin begru¨ndet sein, dass die Sporenkeimung etwas
verzo¨gert war. In der Produktivita¨t ist kein signiﬁkanter Unterschied vorhanden.
Unabha¨ngig von den Fermentationsbedingungen knickt nach 2,5 und 4 Tagen die
Produktivita¨t ein und ab 7 Tagen werden bis zum Fermentationsende vergleichbare
IA-Konzentrationen erreicht.
• Zugabe von Eisen in Verbindung mit Cystein
Die Hypothese, dass die IA-Produktivita¨t nach 2,5 und 4 Tagen sinkt, da die Aco-
nitase an Aktivita¨t verliert, wird untersucht indem durch die Zugabe von Cystein
und Eisen das Enzym stabilisiert werden soll. Es wurden drei Fermentationen, Fer-
menter 2-4 (F2, F3 und F4) mit Fe(II)SO4 durchgefu¨hrt, bei denen zu Beginn der
Kultivierung sowie nach 2,5 Tagen verschiedene Cystein-Konzentrationen zugegeben
wurden (Abbildung 4.28). Bei der Zugabe von 0,02 g/l Cystein (Fermenter 2) ist
zu Beginn der Fermentation keine Abweichung zur Referenz vorhanden. Nach 4 Ta-
gen sinkt die IA-Produktivita¨t ein wenig sta¨rker als bei der Referenz und nach 13,5
Tagen wurden 81 g/l IA hergestellt. Diese geringe Cystein-Konzentration scheint,
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Abbildung 4.27: Kultivierung im 1,5 l Glasfermenter von Aspergillus terreus LU02b, Vergleich
zwischen FeCl3 und FeSO4, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
trotz der erneuten Zugabe nach 2,5 Tagen, keinen Einﬂuss auf die IA-Herstellung
zu besitzen.
Bei der Zugabe von 2 g/l Cystein ist die lag-Phase bis zur IA-Produktion einen Tag
verzo¨gert. Die Produktivita¨t unterscheidet sich bis zum 4. Tag der Fermentation
nicht von der Referenz, sinkt dann aber sta¨rker und nach 13,5 Tagen Kultivierung
wird eine Endkonzentration von 75 g/l IA produziert. Diese Konzentrationszugabe
zu Beginn der Fermentation scheint sich somit negativ auf die fermentative IA-
Herstellung auszuwirken.
Bei der Zugabe von 0,2 g/l Cystein hingegen ist ein abweichender Kultivierungsver-
lauf erkennbar. Die IA-Produktion beginnt einen Tag spa¨ter, als bei der Referenz, da
die Cystein Zugabe zu Beginn der Fermentation vermutlich die Sporenkeimung be-
einﬂusst. Dies ist an der Gelo¨stsauerstoﬀpartialdruck Kurve ersichtlich (Abbildung
4.29). Eine erneute Zugabe von Cystein und Eisen erfolgt nach 2,5 Tagen. Zu die-
sem Zeitpunkt durchla¨uft das Redoxsignal das Minimum und wird durch die Zugabe
kurzfristig ungefa¨hr um 100 mV gesenkt. Bei der Referenz durchla¨uft das Redox-
signal die Hysterese und knickt nach 4 Tagen auf einen konstanten Wert. Bei der
Cystein Zugabe hingegen bleibt das Redoxsignal bis zum 5. Tag auf dem niedrigen
Niveau, steigt dann langsam und erreichte nach ungefa¨hr 6 Tagen einen konstanten
Wert. In der IA-Produktionskurve ist kein auﬀa¨lliges Einknicken der Produktivita¨t
erkennbar. Nach 13,5 Tagen wird eine Endkonzentration von 86 g/l erreicht. Zu die-
sem Zeitpunkt sind lediglich 6 g/l Glucose vorhanden. Jedoch ist die Ausbeute mit
70 mol% schlechter als bei der Referenz, mit 80 mol% (Kapitel 4.2.1.1, Seite 67).
Die Cystein Zugabe wirkte sich auch auf die Morphologie des Pilzes aus (Abbil-
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Abbildung 4.28: Kultivierung im 1,5 l Glasfermenter von Aspergillus terreus LU02b, Zusatz
verschiedener Cystein Konzentrationen, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
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Abbildung 4.29: Kultivierung im 1,5 l Glasfermenter von Aspergillus terreus LU02b, Zusatz
von 0,2 g/l Cystein, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
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dung 4.30). Die Kultivierung mit 0,02 g/l Cystein zeigt ein Wachstum in lockerer
Pelletform, vergleichend zur Referenz. Der Rand der Pilzagglomeration ist lose und
ausgefranst mit einzelnen Myzelfa¨den. Bei der Zugabe von 0,2 g/l Cystein ist hinge-
gen keine Zusammenlagerung zu lockeren, ausgefransten Pellets mit Durchmessern
von ungefa¨hr 0,1 mm vorhanden. Die Biomasse zeigt sich vielmehr als lockeres,
freies Myzel, mit langen, du¨nnen, verzweigten Hyphen. Bei der Zugabe von 2 g/l
Cystein, was sich negativ auf die IA-Produktion auswirkte, ist eine Zusammenla-
gerung der Hyphen zu Agglomeraten vorhanden. Im Gegensatz zur Referenz waren
die einzelnen Hyphen dicker und besaßen viele Wucherungen.
Abbildung 4.30: U¨bersicht der Pilzmorphologie von Aspergillus terreus LU02b mit ver-
schiedenen Cystein Konzentrationen im 1,5 l Glasfermenter, 33 °C, Start pH 3,1 ungere-
gelt; 40fach vergro¨ßert
4.2.4 Diskussion: Kultivierung im 1,5 l Ru¨hrreaktor, Einﬂuss
der Medienbestandteile auf die IA-Produktion
Bei einer kontinuierlichen und gleichma¨ßigen Sauerstoﬀversorgung ist eine stabile und re-
produzierbare fermentative IA-Herstellung im 1 l Maßstab etabliert. Auswirkungen von
verschiedenen Kultivierungsvariationen ko¨nnen somit erkannt und analysiert werden.
Im Konzentrationsbereich zwischen 0,2 und 20 g/l CaCl2 wird die Morphologie und auch
die IA-Produktion stark beeinﬂusst. Bei einer Konzentration von 5 g/l bilden sich lockere
Pellets aus. Der Rand der Pilzagglomerate (mit einem Durchmesser von ungefa¨hr 0,1 mm)
ist lose und ausgefranst mit einzelnen, langen Myzelfa¨den. Laut Literatur scheint diese
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Morphologieform fu¨r die optimale IA-Produktion am besten geeignet zu sein. Sie er-
zielt scheinbar die beste Produktionsrate und Produktausbeute (Gyamerah, 1995a). Dies
konnte mit dem Eigenisolat Aspergillus terreus LU02b besta¨tigt werden, da er mit dieser
Calciumkonzentration und dieser Myzelform die beste IA-Produktion zeigt. Daher wird
in allen Versuchen eine Konzentration von 5 g/l CaCl2 eingesetzt.
Der Zusatz von 2 g/l NaCl wirkt sich negativ auf die Produktivita¨t aus. Kleinere NaCl
Konzentrationen wirken sich hingegen weder positiv noch negativ auf die maximale Pro-
duktivita¨t und die Endkonzentration aus. Die Verla¨ufe mit 0,2 und 0,5 g/l NaCl ent-
sprechen denen der Referenz, wohingegen der Zusatz von 1 g/l einen abweichenden IA-
Produktionsverlauf zwischen 2 und 4 Tagen aufweist. Das Redoxsignal verbleibt im Ver-
gleich zur Referenz die doppelte Kultivierungszeit auf dem niedrigen Niveau. Nach 2,5
Tagen sinkt die Produktivita¨t nicht, wie die der Referenz, sondern wird erho¨ht. In wie
weit NaCl diesen Eﬀekt beeinﬂusst kann noch nicht gekla¨rt werden.
Aufnahme und Abgabe von Ionen (z.B. Na+, K+), Substraten und Metaboliten in die
Zelle und aus der Zelle heraus, sind unter anderem an spezielle Transportsysteme in der
Cytoplasmamembran gebunden. Es handelt sich dabei um Membranproteine, deren Me-
chanismus in der Regel vom vorherrschenden biochemischen Potenzial abha¨ngig ist bzw.
dieses durch die Verlagerung von Ionen vera¨ndert (Schlegel, 1985). Es ist unbekannt auf
welche Weise die Aufnahme der Glucose und Salze aus dem Medium und die Abgabe der
IA vom Zellinneren ins umgebende Medium zum Verlauf des Redoxpotenzial beitragen.
Anscheinend ist nach dreita¨giger Kultivierung eine Art Ungleichgewicht erreicht, welches
sich vermutlich destabilisierend auf potenzialabha¨ngige Transportvorga¨nge auswirkt und
so die Durchla¨ssigkeit der Cytoplasmamembran vera¨ndert. Infolge gesto¨rter Ionengradi-
enten ko¨nnten enzymatische Prozesse gehemmt werden, die schließlich zu einer Reduktion
der Itaconsa¨ureproduktion fu¨hren bzw. allgemein den Zellstoﬀwechsel beeintra¨chtigen.
Im folgenden Abschnitt werden die Nebenprodukte genauer untersucht, was eventuell
einen Hinweis liefern ko¨nnte. Da der Eﬀekt bei dem Zusatz von 1 g/l NaCl nicht ge-
kla¨rt werden kann und die Produktivita¨t nicht erho¨ht, bzw. die IA-Produktion zeitlich
verla¨ngert werden konnte, so dass am Kultivierungsende kein Unterschied in der Endkon-
zentration im Vergleich zur Referenz vorhanden war, wird bei den weiteren Untersuchun-
gen dem Medium kein zusa¨tzliches Natrium beigesetzt.
Unter Standardbedingungen liegt keine Stickstoﬄimitierung vor. Wa¨hrend der Wachs-
tumsphase werden ungefa¨hr 50 % des eingesetzten Ammoniums und wa¨hrend der Pro-
duktionsphase ungefa¨hr 50 % des eingesetzten Nitrats verbraucht. Hingegen ist die IA-
Produktion wachstumsentkoppelt durch eine Phosphatlimitierung. Eine erho¨hte Phos-
phatanfangskonzentration von 0,1 g/l KH2PO4 wirkt sich positiv auf die fermentative IA-
Herstellung aus. Bei der Untersuchung des Phosphatverlaufes im Ru¨hrreaktor fa¨llt auf,
dass in der Phase maximaler Produktivita¨t der Phosphatgehalt im Medium zunimmt. Zu
dem Zeitpunkt wo die Produktivita¨t sinkt, nach 2,5 Tagen, und im weiteren Fermentati-
onsverlauf ist kein Phosphat messbar. Eine ta¨gliche Zudosage von 3,35 mg/l KH2PO4, ab
40 Stunden, wirkt sich weder positiv noch negativ auf den IA-Produktionsverlauf aus. Die
Hypothese, dass die Zelle eine mindest Phosphatkonzentration beno¨tigt kann durch diesen
Versuch weder besta¨tigt noch widerlegt werden. Eventuell erfolgte die Phosphatzugabe
nicht zum richtigen Zeitpunkt und nicht in der richtigen Konzentration, so dass der Pilz
schon auf einen anderen Stoﬀwechselweg umgeschaltet hat. Oder das freie Phosphat wird
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direkt nach der Zugabe an andere Elemente oder an die Myzeloberﬂa¨che gebunden und
steht der Zelle somit nicht frei zur Verfu¨gung.
Laut Literatur spielt die Eisenversorgung bei der IA-Herstellung eine wesentliche Rolle
(Batti and Schweiger, 1963; Glusker, 1971). Bei dem Einsatz von Konzentration ab 1 mg/l
Eisen wird die IA-Produktion von A. terreus NRRL 1960 negativ beeinﬂusst. Bei A. ter-
reus NRRL 1963 zeigte eine Konzentration von 0,34 mg/l Eisen die beste IA-Produktion,
wohingegen sich 0,68 mg/l Eisen negativ auswirken (Welter, 2000). Ausgehend von dieser
Konzentration (0,34 mg/l) wird bei A. terreus LU02b gezeigt, dass die IA-Produktion
unabha¨ngig von der Eisenquelle Fe(II)SO4 und Fe(III)Cl3 ist. Auch eine erneute Zugabe
von 0,34 mg/l Eisen nach 40 Stunden Kultivierungsdauer beeinﬂusst den Fermentations-
verlauf weder positiv noch negativ.
Bei der Fermentation ist eine ausreichende, kontinuierliche Sauerstoﬀversorgung essenziell.
Durch die Begasung, bis zu 1 v/vm, wird das Eisen oxidiert, so dass vermutlich wa¨hrend
der aktiven Begasungsphase das Eisen als dreiwertiges Eisen vorliegt. Da laut Literatur das
Eisen reduziert vorliegen muss, um enzymatisch wirksam zu sein (Eisen-Schwefel-Cluster
der Aconitase) wird Cystein als
”
reducing agent“ eingesetzt. Die prima¨re Aufgabe des
Cysteins ist, das Eisen reduziert zu halten (Bruchmann, 1963). Geringe Konzentrationen
(0,02 g/l) zeigen keinen Einﬂuss und eine Konzentration von 2 g/l Cystein zu Fermen-
tationsbeginn beeinﬂusst die IA-Herstellung negativ. Bei der Zugabe von 0,2 g/l Cystein
ist keine Zusammenlagerung zu lockeren, ausgefransten Pellets mit Durchmesser von un-
gefa¨hr 0,1 mm, vorhanden wie bei der Referenz. Es zeigt sich vielmehr als lockeres, freies
Myzel, mit langen, du¨nnen, verzweigten Hyphen. Auﬀa¨llig im Vergleich zur Referenz ist,
dass das Redoxsignal wa¨hrend der Produktionsphase konstant auf einen niedrigen Level
verbleibt und die Produktivita¨t nicht nach 2,5 und 4 Tagen einknickt. Die Zugabe von Cy-
stein wirkt sich auf die Produktion aus. Jedoch ist die maximale Produktivita¨t geringer als
bei der Referenz und die erreichte Endkonzentration ist nicht ho¨her. Da die Produktivita¨t
nicht knickt, ist zu vermuten, dass durch das Cystein die Enzymaktivita¨t beeinﬂusst wird.
Bei den Verla¨ufen der Nebenprodukte (HPLC Messung) ko¨nnen deutliche Unterschiede zu
den Verla¨ufen einer Referenz Kultivierung festgestellt werden. Aus diesem Grund wurde
die Nebenproduktbildung im folgenden Abschnitt genauer untersucht.
4.2.5 Untersuchung zur Produktbildung
In diesem Kapitel wird zum einen das Nebenproduktspektrum qualitativ und quantitativ
untersucht und zum zweiten werden Untersuchungen durchgefu¨hrt, die Aufschluss u¨ber
eine mo¨glicherweise vorliegende Produkthemmung geben sollen.
4.2.5.1 Nebenproduktbildung
• Qualitative- und quantitative Bestimmung der Nebenprodukte
Bei der Kultivierung von A. terreus LU02b werden wa¨hrend der Kultivierung Ne-
benprodukte hergestellt. Eine Untersuchung des Kulturu¨berstandes des Schu¨ttel-
kolbenversuches (Abbildung 4.1, Seite 54, A. terreus LU02b) wurde von dem Pro-
4.2. UNTERSUCHUNG DER IA-HERSTELLUNG IM 1,5 L RU¨HRREAKTOR 87
jektpartner der UFZ Leipzig-Halle GmbH durchgefu¨hrt. Folgende Produkte konnten
mittels Ionenaustauschchromatographie nachgewiesen werden:
– Pyruvat (0,2 g/l)
– A¨pfelsa¨ure (0,3 g/l)
– Itaconsa¨ure (30 g/l)
– Ketoglutarsa¨ure
– Citronensa¨ure (0,4 g/l)
Untersuchungen mittels Ionenchromatographie-Massenspektroskopie (IC-MS) erge-
ben die in Tabelle 4.1 dargestellten Molekulargewichte und die zugeordneten Sub-
stanzen. Es werden gro¨ßere Mengen an Gluconsa¨ure, im Bereich von 5 g/l, gefun-
den. Die Konzentration von Fumarsa¨ure liegt deutlich unter 1 g/l. Bei der Ionen-
austauschchromatographie und bei der IC-MS werden Peaks gefunden, die keiner
Substanz eindeutig zugeordnet werden ko¨nnen.
Tabelle 4.1: Ionenchromatographie-Massenspektroskopie des Kulturu¨berstandes einer Kultivie-
rung mit A. terreus LU02b
Molekulargewichte [Mol.gew.− 1] Substanz
78,9 Phosphat
85,1 - nicht eindeutig zuzuordnen -
97,2 Sulfat
101 - nicht eindeutig zuzuordnen -
114,9 Fumarsa¨ure
129 Itaconsa¨ure
133 A¨pfelsa¨ure
145,1 Ketoglutarsa¨ure
177 - nicht eindeutig zuzuordnen -
195,1 Gluconsa¨ure
Diese Analyse besta¨tigt die von mir identiﬁzierten Nebenprodukte, basierend auf
Untersuchungen mittels HPLC (Standardaddition, Sa¨ule: BioRad HPX87H, 23 °C,
0,6 ml/min, 5 mM H2SO4), Ketoglutarsa¨ure und A¨pfelsa¨ure. Ausgehend von der
Analyse des UFZ werden die Kulturu¨bersta¨nde erneut mittels HPLC ausgewertet.
Fumarsa¨ure und A¨pfelsa¨ure werden unter diesen Bedingungen Basislinien getrennt
und ko¨nnen quantitativ ausgewertet werden. Der Peak der Citronensa¨ure (Tabelle
4.2, Abbildung 4.31) kommt kurz vor dem Peak der Ketoglutarsa¨ure. Gluconsa¨ure
und Pyruvat kommen kurz nach der Ketoglutarsa¨ure. U¨berschreitet die Konzen-
tration der Ketoglutarsa¨ure eine bestimmte Konzentration, werden die Peaks der
Citronensa¨ure, Gluconsa¨ure und des Pyruvates nicht mehr vom Ketoglutarsa¨ure
Peak getrennt und ko¨nnen weder qualitativ noch quantitativ ausgewertet werden.
Bei den Kultivierungen mit ta¨glicher Phosphatzugabe (Abbildung 4.26, Seite 80)
sowie bei der Fermentation mit Zuluftausfall (Abbildung 4.14, Seite 70) werden die
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Tabelle 4.2: Retentionszeiten von Itaconsa¨ure und der gebildeten Nebenprodukte bei der Kul-
tivierung von A. terreus LU02b; HPLC: Sa¨ule - BioRad HPX87H, Fluss 0,6 ml/min, T 23 °C,
Laufmittel 5 mM H2SO4
Substanz Retentionszeit [min]
Unbekannt 1 7,33
Citronensa¨ure 7,975
Ketoglutasa¨ure 8,296
Gluconsa¨ure 8,588
Pyruvat 9,051
A¨pfelsa¨ure 9,562
Unbekannt 2 10,622
Itaconsa¨ure 13,282
Fumarsa¨ure 15,919
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Abbildung 4.31: UV-Chromatogramm (Verdu¨nnung 1:100) einer Standardkultivierungen
von Aspergillus terreus LU02b im 1,5 l Glasfermenter nach 8 Tagen Kultivierungsdauer,
33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
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Abbildung 4.32: Zeitlicher Verlauf der Nebenprodukte (Verdu¨nnung 1:100) von Aspergillus
terreus LU02b im 1,5 l Glasfermenter bei der Kultivierung mit Zuluftausfall nach 1,5
Tagen, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
Nebenprodukte so weit wie mo¨glich quantitativ ausgewertet.
Infolge des Zuluftausfalls nach 1,5 Tagen (Abbildung 4.32) setzt die IA-Produktion
aus und startet verlangsamt 36 Stunden nach dem Ausfall. Wa¨hrend der gesam-
ten Kultivierung werden 1,5 g/l A¨pfelsa¨ure, 0,6 g/l Ketoglutarsa¨ure sowie deutlich
unter 0,1 g/l Fumarsa¨ure gebildet. Dagegen werden 10 g/l Gluconsa¨ure gebildet.
Bei einer Unterbrechung der Sauerstoﬀversorgung a¨ndert sich die Morphologie des
Pilzes. Die IA-Produktion ist verzo¨gert und der Pilz scheint vermehrt Gluconsa¨ure
zu produzieren. U¨berschreitet die Gluconsa¨urekonzentration 4 g/l ist der Peak von
dem Ketoglutarsa¨ure Peak getrennt und kann quantitativ ausgewertet werden (Ab-
bildung 4.32, Gluconsa¨ure ab 6,5 Tagen). Gluconsa¨ure wird von vielen Aspergilli,
z.B. A. niger, und Penicillia gebildet. Die Produktion beruht auf der enzymati-
schen Oxidation von Glucose durch eine von dem Pilz ins Medium ausgeschiedene
Glucose-Oxidase (Schlegel, 1985). U¨ber eine Glucose-Oxidase Aktivita¨t bei A. ter-
reus werden in der Literatur keine Hinweise gefunden. Eigene Versuche zeigen, dass
bei einer Sauerstoﬀunterversorgung vermehrt Gluconsa¨ure gebildet wird. Gru¨nde
hierfu¨r sind bislang nicht bekannt. Bei den unbekannten Peaks (7,33 und 10,622
min) werden zuna¨chst die Ho¨hen der Peaks ausgewertet. Der unbekannte Peak 1
ist nach einem Tag Kultivierung nicht vorhanden. Nach 1,5 Tagen Kultivierungs-
dauer wird diese unbekannte Substanz produziert und nimmt wa¨hrend der weiteren
Kultivierung ab. Der unbekannte Peak 2 nimmt wa¨hrend der IA-Produktionsphase
zu.
Bei der Fermentation mit ta¨glicher Phosphatzugabe (Abbildung 4.33) werden 3,5 g/l
Ketoglutarsa¨ure, 3 g/l A¨pfelsa¨ure und 0,02 g/l Fumarsa¨ure produziert. Pyruvat und
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Abbildung 4.33: Zeitlicher Verlauf der Nebenprodukte (Verdu¨nnung 1:100) von Aspergillus
terreus LU02b im 1,5 l Glasfermenter bei der Kultivierung mit ta¨glicher Phosphatzugabe,
33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
Gluconsa¨ure ko¨nnen nicht quantitativ ausgewertet werden, da die Peaks nicht von
dem Ketoglutarsa¨ure Peak getrennt werden und somit vermutlich in geringen Kon-
zentrationen (<4 g/l) vorliegen. Die Substanz des unbekannten Peaks 2 nimmt zwi-
schen 1,5 und 3 Tagen gering und ab dem 3. Tag bis zum Ende der Fermentation
stark zu.
Interessant ist der Verlauf der Substanz des unbekannten Peaks 1. Diese wird bei der
Fermentation mit Sauerstoﬀunterbrechung nach 1,5 Tagen produziert und nimmt
anschließend stetig ab. Bei dieser Fermentation (keine Sauerstoﬀunterbrechung und
gute IA-Produktion) beginnt die Produktion dieser Substanz auch nach einem Tag
und steigt bis zum zweiten Tag der Kultivierung an. Ab diesem Zeitpunkt beﬁndet
sich der Pilz in der maximalen Produktionsphase und die Ho¨he des unbekannten
Peaks 1 sinkt. Zwischen drei und vier Tagen ist die IA-Produktion geringer, aber
die Ho¨he des unbekannten Peaks 1 steigt. Nach vier Tagen Kultivierung nimmt die
IA-Produktivita¨t erneut ab und die Ho¨he der unbekannten Substanz sinkt und bleibt
anschließend nahezu konstant. Die Konzentration dieser unbekannten Substanz (un-
bekannter Peak 1) verha¨lt sich in den Phasen der unterschiedlichen IA-Produktion
sehr verschieden. Der Verlauf ist bei einem Produktionsverlauf, der dem einer Re-
ferenz entspricht, charakteristisch. Daher liegt die Vermutung nah, dass es sich bei
dieser Substanz um eine Substanz handelt, die direkt mit der IA-Produktion zu-
sammenha¨ngt.
Aus diesem Grund wird das Verhalten der IA-Vorstufe, cis-Aconitsa¨ure, genauer un-
tersucht. Cis- und trans-Aconitsa¨urestandards werden mittels HPLC qualitativ ana-
lysiert und mit diesen bekannten Konzentrationen quantiﬁziert (Abbildung 4.34).
4.2. UNTERSUCHUNG DER IA-HERSTELLUNG IM 1,5 L RU¨HRREAKTOR 91
Abbildung 4.34: UV-Detektorsignal der cis- und trans-Aconitsa¨ure; HPLC: Sa¨ule - BioRad
HPX87H, Fluss 0,6 ml/min, T 23 °C, Laufmittel 5 mM H2SO4
Durch diese Retentionszeiten und zusa¨tzlich durch Standardadditionen wird gezeigt,
dass es sich bei dem unbekannten Peak 1 (RT: 7,33 min) um die Vorstufe der IA,
cis-Aconitsa¨ure, handelt. Der unbekannte Peak 2 (RT: 10,6 min) stellt die trans
Form der Aconitsa¨ure dar.
Mit dieser Kenntnis der Nebenprodukte und die Mo¨glichkeit der qualitativen Be-
stimmung werden Versuche, bei denen sich die Produktbildung sowie das Redox-
signal von der Referenz unterscheiden, erneut ausgewertet (Abbildung 4.35). Der
Verlauf der cis-Aconitsa¨ure bei der Referenz und bei der Zugabe von 0,02 g/l Cy-
stein entspricht dem Verlauf des unbekannten Peak 1 bei dem Versuch der ta¨glichen
Phosphatzugabe. Dies bedeutet, dass in der Phase der maximalen Produktivita¨t
die cis-Aconitsa¨ure Konzentration konstant bleibt bzw. sogar sinkt. Die im Citrat-
zyklus gebildete cis-Aconitsa¨ure wird somit sofort weiter zu IA umgesetzt, deren
Konzentration in dieser Phase am schnellsten zunimmt. Nach 3 Tagen steigt jedoch
die cis-Aconitsa¨ure Konzentration stark an. Dies deutet darauf hin, dass entweder
mehr cis-Aconitsa¨ure produziert wird, als durch die cis Aconitat-Decarboxylase zu
IA umgesetzt werden kann, oder das der Transport der cis Form durch die mitochon-
driale Membran der zeitlich begrenzende Faktor darstellt und sich somit ansammelt.
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Abbildung 4.35: Cis- und trans-Aconitsa¨ure bei verschiedenen Kultivierungen von Asper-
gillus terreus LU02b im 1,5 l Glasfermenter, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
Genau zu diesem Zeitpunkt, nach 3 Tagen (Abbildung 4.33) steigt die Konzentra-
tion der trans-Aconitsa¨ure. Trans-Aconitsa¨ure ist im Unterschied zu den anderen
beschriebenen Nebenprodukten kein direktes Zwischenprodukt des Stoﬀwechsels.
Es handelt sich um das Isomer der cis-Aconitsa¨ure und entsteht durch physika-
lische/chemische Umlagerung einer Carbonsa¨uregruppe. An die Phase des sta¨rk-
sten Verbrauchs von cis-Aconitsa¨ure schließt sich ein deutlicher Anstieg der trans-
Aconitsa¨ure im Medium an.
Der Vergleich der Verla¨ufe von Itaconsa¨ure, cis- und trans-Aconitsa¨ure la¨sst dar-
auf schließen, dass ab dem Zeitpunkt sinkender IA-Produktion auch der Verbrauch
von cis-Aconitsa¨ure nachla¨sst. Diese wird dann vermutlich gro¨ßtenteils in trans-
Aconitsa¨ure umgelagert, was mit dem kontinuierlichen Anstieg dieses Nebenpro-
dukts erkla¨rt werden kann. Eine genauer Untersuchung der cis/trans-Umwandlung
erfolgt im nachfolgenden Abschnitt.
Bei der Zugabe von 0,2 g/l Cystein (Abbildung 4.29, Seite 83) und dem Zusatz von
1 g/l NaCl (Abbildung 4.22, Seite 77) konnte eine Abweichung von dem Standard-
produktionsverlauf beobachtet werden. In beiden Fa¨llen tritt nach 2,5 und 4 Tagen
keine Erniedrigung der Produktivita¨t auf. Bei diesen zwei Versuchen kann bei dem
Verlauf der cis-Aconitsa¨ure keine enorme Zunahme wie bei der Referenz beobachtet
werden. Auch die Konzentration der trans Form ist bei diesen Ansa¨tzen am gering-
sten und zeigt keine deutliche Steigerung nach drei Tagen.
Dies zeigt, dass durch die Zugabe von 0,2 g/l Cystein und 1 g/l NaCl noch unbe-
4.2. UNTERSUCHUNG DER IA-HERSTELLUNG IM 1,5 L RU¨HRREAKTOR 93
kannte Vera¨nderungen in der Zelle bewirkt werden, die gerade bei dem Einsatz von
1 g/l NaCl dazu gefu¨hrt haben, dass nach 2,5 Tagen eine Steigerung der Produkti-
vita¨t auftrat. Durch diese Versuche kann keine Steigerung der maximalen Produk-
tivita¨t oder der Endkonzentration erzielt werden, aber sie geben Hinweise darauf,
dass die Produktivita¨tseinbußen vermutlich mit den Aktivita¨ten der Aconitase (Ei-
sen bedu¨rftig), der cis-Aconitat Decarboxylase und der transmembranen Transport-
vorga¨nge zusammenha¨ngen.
• Stabilita¨t der Aconitsa¨ure
(cis-trans Umlagerung bei verschiedenen Temperaturen)
Die trans-Aconitsa¨ure wird nicht im Stoﬀwechsel synthetisiert. Daher wird in die-
sem Abschnitt die cis/trans Umlagerung in Abha¨ngigkeit von der Temperatur (20,
24, 33 und 40 °C) untersucht.
Wird ein frisch angesetzter cis-Aconitsa¨ure Standard mittels HPLC vermessen, so
liegen bereits 8 % der trans Form vor (Abbildung 4.36). Um so ho¨her die vorliegende
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Abbildung 4.36: cis-Aconitsa¨ure Standard, zeitlicher Verlauf der cis/trans Umlagerung
bei verschiedenen Temperaturen
Temperatur ist, desto schneller vollzieht sich die Umlagerung in die trans Form. Es
stellt sich unabha¨ngig von der Temperatur ein Verha¨ltnis von 83 % trans : 17 %
cis-Aconitsa¨ure ein. Die Fermentationen werden bei 33 °C durchgefu¨hrt. Bei dieser
Temperatur lagern sich nach 1,5 Tagen 50 % der cis in die trans Form um.
Wird bei der Fermentation die cis-Aconitsa¨ure schneller synthetisiert, als sie durch
die mitochondriale Membran transportiert und im Cytosol durch die Decarboxyla-
se zur IA umgesetzt werden kann, lagert sich die cis-Aconitsa¨ure in die trans-
Aconitsa¨ure um.
In einem weiteren Ansatz wird untersucht, wie sich die trans-Aconitsa¨ure bei 33 °C
verha¨lt (Abbildung 4.37). Wird ein frisch angesetzter trans-Aconitsa¨ure Standard
vermessen, liegen lediglich 0,25 % in der cis Form vor. Nach ungefa¨hr 4 Tagen hat
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Abbildung 4.37: Trans-Aconitsa¨ure Standard, zeitlicher Verlauf der trans/cis Umlagerung
bei 33 °C
sich ein Gleichgewicht mit 88 % trans : 12 % cis-Aconitsa¨ure eingestellt.
Sammelt sich die cis-Aconitsa¨ure, die im Citratzyklus gebildet wird, in den Mi-
tochondrien an, bildet sich ein Gleichgewicht zwischen der cis und trans Form, das
deutlich auf der Seite der trans Form liegt. Dies hat zwei negative Folgen:
1. Die trans-Aconitsa¨ure ist ein kompetitiver Hemmer der Aconitase (Glusker,
1971). Das Enzym Aconitase katalysiert im Citratzyklus die Gleichgewicht-
seinstellung zwischen Citronensa¨ure, cis-Aconitsa¨ure und Isocitronensa¨ure. Die
trans-Aconitsa¨ure konkurriert um die Bindung an dem Enzym und blockiert
somit dessen Aktivita¨t. Diese Enzymaktivita¨t fehlt um aus der Citronensa¨ure
cis-Aconitsa¨ure herzustellen.
2. Durch die entstandene trans-Aconitsa¨ure geht der IA Biosynthese Kohlenstoﬀ
verloren, da die cis Aconitat-Decarboxylase cis-Aconitsa¨ure als Substrat ver-
wendet, aber mit der trans-Aconitsa¨ure keine Aktivita¨t zeigt (Schomburg and
Schomburg, 2002).
4.2.5.2 Produkthemmung
Im Verlauf einer Standardkultivierung (Abbildung 4.13, Seite 69), sinkt die Produktivita¨t
von A. terreus nach 4 Tagen und ungefa¨hr 60 g/l IA. Die Ursache fu¨r diesen Eﬀekt ist
bisher nicht aufgekla¨rt. Eine Limitierung durch das Substrat kann ausgeschlossen werden,
da zu diesem Zeitpunkt mit ca. 80 g/l noch ausreichend Glucose im Reaktor vorhanden
ist. Ein mo¨glicher Zusammenhang mit dem Pilzwachstum kann ebenfalls vernachla¨ssigt
werden, da die Bildung von Itaconsa¨ure ein wachstumsentkoppelter Prozess ist (Welter,
2000). Die im Folgenden dargestellten Versuche sollen aufkla¨ren, ob es sich beim eingangs
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umschriebenen Eﬀekt um die hemmende Wirkung des Produkts handeln ko¨nnte.
• IA-Vorlage im Kultivierungsmedium
Infolge der IA Zugabe zu Beginn der Fermentation liegt der Start pH-Wert dieser
Kultivierung bei 1,97 (Abbildung 4.38). Der Eintritt des Wachstums erfolgt deutlich
verzo¨gert. Erst nach ca. sechs Tagen kann eine Sporenkeimung und Myzelbildung
beobachtet werden, was mit dem beginnenden Absinken des pO2-Gehaltes korreliert.
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Abbildung 4.38: Kultivierungsverlauf von Aspergillus terreus LU02b im 1,5 l Glasfermen-
ter mit Vorlage von 30 g/l Itaconsa¨ure, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
Es ist nicht klar, ob dieses verzo¨gerte Wachstum direkt mit dem Vorhandensein von
Itaconsa¨ure im Medium zusammenha¨ngt oder ob der niedrige pH-Wert ausschlag-
gebend ist. Bei Versuchen von Welter mit Itaconsa¨urevorlage und dem Start pH 3,1
werden keine Angaben u¨ber die Auswirkung auf das Wachstum gemacht (Welter,
2000). Von Lockwood wurde festgestellt, dass nach 12 Tagen in Oberﬂa¨chenkultivie-
rungen mit pH-Werten unter 1,9 kaum Wachstum und Itaconsa¨urebildung auftreten,
wa¨hrend in Kultivierungen mit pH-Werten u¨ber 2,3 das Biomassewachstum ausge-
pra¨gt war (Lockwood and Reeves, 1945). Bei Folgeversuchen mit unterschiedlichen
Start pH (zwischen 1,2 und 3) in Submerskulturen berichtet er von sta¨rkerer My-
zelentwicklung bei steigendem pH-Wert, jedoch nicht von verzo¨gertem Wachstum
(Lockwood and Nelson, 1946).
Die Bildung der Itaconsa¨ure beginnt nach ca. 15 Tagen. Bis zum Abbruch der Kulti-
vierung nach 28 Tagen wurden zusa¨tzlich zu den vorgelegten 30 g/l ungefa¨hr 65 g/l
IA produziert. Insgesamt betra¨gt die Gesamtkonzentration der IA im Reaktor 95 g/l
und liegt ca. 8 g/l u¨ber der Endkonzentration der Referenzkultivierung. Nach dieser
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langen Kultivierungsdauer trat aber eine zusa¨tzliche Verdunstung von etwa 5 % auf.
Unter Beru¨cksichtigung dieser Verdunstung la¨ge die Endkonzentration bei ungefa¨hr
90 g/l, was der Endkonzentration der Referenz nahezu entspricht.
• IA Zugabe verschiedener Konzentrationen wa¨hrend der stabilen Produk-
tionsphase
In zwei weiteren Versuchen wurde das Pha¨nomen der Produkthemmung genauer un-
tersucht. Dazu wurde wa¨hrend der Phase maximaler Produktivita¨t die Itaconsa¨ure-
konzentration im Reaktor durch eine manuelle IA-Zugabe erho¨ht (Abbildung 4.39).
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Abbildung 4.39: Kultivierungsverlauf von Aspergillus terreus LU02b im 1,5 l Glasfermen-
ter mit Zugabe von 10 bzw. 20 g/l Itaconsa¨ure nach 64 Stunden, 33 °C, Start pH 3,1
ungeregelt
Die Kultivierung verla¨uft zu Beginn vergleichend mit der Referenz und beginnt nach
ca. 24 Stunden mit der Itaconsa¨ureproduktion. Nach 64 Stunden Kultivierungsdau-
er wird die Konzentration der Itaconsa¨ure im Reaktor durch die Zugabe von 50 ml
einer IA-Stammlo¨sung mit 200 g/l, bzw. 400 g/l erho¨ht. Direkt nach der Zugabe
sinkt die Produktbildungsrate auf 0,6 g/(lh) ab und bleibt in diesem Bereich bis
zum fu¨nften Tag der Kultivierung. Zu diesem Zeitpunkt werden 60 g/l, bzw. 65 g/l
Itaconsa¨ure im Reaktor erreicht, eine deutliche Abnahme der Produktivita¨t ist sicht-
bar. Nach 16 Tagen betra¨gt die Endkonzentration im Reaktor 86,9 g/l, bzw. 85 g/l
IA.
Die Biomasseentwicklung der Fermentationen mit Itaconsa¨urezugabe waren ana-
log zur Referenzkultivierung. Zum Zeitpunkt der Zugabe war in beiden Fa¨llen die
stationa¨re Wachstumsphase mit durchschnittlich 6 bis 7 g/l BTM erreicht.
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Abbildung 4.40: U¨bersicht der maximalen Produktivita¨ten und IA-Endkonzentrationen
von Aspergillus terreus LU02b mit Vorlage von 30 g/l IA, mit Zugabe von IA in unter-
schiedlichen Konzentrationen nach 64 h und des Medienaustauschs im 1,5 l Glasfermenter,
33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
• Diskussion der Produkthemmung
In der Kultivierung mit Itaconsa¨urevorlage setzten sowohl Wachstum als auch Ita-
consa¨ureproduktion mit Verspa¨tung ein. Die maximale Produktivita¨t ist deutlich ge-
ringer, als die der Referenz (Abbildung 4.40). Die Endkonzentration der Itaconsa¨ure
im Reaktor liegt bei 95 g/l inklusiv der vorgelegten 30 g/l, ist aber vermutlich
aufgrund von Verdunstungseﬀekten durch die u¨berdurchschnittlich lange Kultivie-
rungsdauer eﬀektiv geringer. Es wurden 65 g/l IA hinzuproduziert.
In den beiden Reaktoren mit Itaconsa¨urezugabe sind vergleichbare Antworten auf
die Zugabe, unabha¨ngig von der extern zugesetzten Menge, zu beobachten:
– Die Produktivita¨t sinkt unmittelbar nach der Zugabe.
– Sind zwischen 60 und 65 g/l IA-Konzentration im Reaktor erreicht, knickt
die Produktivita¨t, unabha¨ngig von externer Zugabe oder eigens gebildeter Ita-
consa¨ure, ein.
– Die Endkonzentrationen liegen vergleichbar bei ca. 86 g/l.
Die direkte Abnahme der Produktivita¨ten nach der Konzentrationserho¨hung der
Itaconsa¨ure wa¨hrend der Phase maximaler Produktivita¨t spricht dafu¨r, dass eine
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gewisse Konzentrationsschwelle erreicht wird, ab der eine hemmende Wirkung der
Itaconsa¨ure eintritt. Dieser Eﬀekt scheint sich mit zunehmender IA-Menge zu ver-
sta¨rken, so dass bei Werten von 60 bis 65 g/l IA ein deutliches Einknicken im
Kurvenverlauf zu erkennen ist. Trotz externer Zugabe von Itaconsa¨ure wird die Ho¨he
der Endkonzentration im Vergleich zu einer Referenzkultivierung nicht vera¨ndert.
Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe, mit Vorlage und Zudosage von Itaconsa¨ure,
deuten auf eine Produkthemmung hin. Es ist aber nicht auszuschließen, dass dies
eine Reaktion auf sich verschlechternde Bedingungen im Stoﬀwechsel der IA-Her-
stellung darstellen. Die Untersuchungen der Nebenprodukte zeigen, dass sich bei
einer Standardfermentation cis-Aconitsa¨ure genau zu dem Zeitpunkt ansammelt, zu
dem auch die Produktivita¨t sinkt. Zum einem wu¨rde sich bei einer Produkthem-
mung zu diesem Zeitpunkt die Vorstufe, cis-Aconitsa¨ure, ansammeln. Zum anderen
wu¨rde aber auch die Produktivita¨t sinken, wenn z.B. die Aktivita¨t der cis Aconitat-
Decarboxylase sinkt. Weiterhin ko¨nnte sich ein noch nicht bekannter Stoﬀ wa¨hrend
der Fermentation in der Fermentationsbru¨he ansammeln, welcher inhibierend auf
die weitere IA-Produktion wirkt.
4.3 Kultivierung in verschiedenen Reaktorformen
Fu¨r die fermentative Itaconsa¨ureherstellung mittels Aspergillus terreus wurden in der Li-
teratur unterschiedliche Untersuchungen durchgefu¨hrt. Betrachtet wurden Kultivierungen
im Batch-, Fed-Batch und kontinuierlichen Betrieb mit freien und immobilisierten Pilz-
myzel (Kobayashi et al., 1972; Kautola et al., 1989; Park et al., 1993; Welter, 2000).
In dieser Arbeit werden zuna¨chst die beiden Reaktortypen Ru¨hrreaktor und Umwurf-
reaktor miteinander verglichen, die sich im Wesentlichen durch ihre Stro¨mungsfu¨hrung
unterscheiden. Weiterhin wird eine Maßstabsvergro¨ßerung um den Faktor 10 (10 l) im
Ru¨hrreaktor durchgefu¨hrt.
4.3.1 Kultivierung von Aspergillus terreus in der 1,5 l Multi-
fermenteranlage
Der Ru¨hrreaktor (Kapitel 3.1.4, Seite 31) mit 1,5 l Volumen ist das Standardsystem, das
fu¨r Versuchsfermentationen des Forschungsprojektes
”
Herstellung von Itaconsa¨ure aus
nachwachsenden Rohstoﬀen“ eingesetzt wird.
Dargestellt wird eine Standardfermentation des Pilzes A. terreus LU02b unter optimalen
Bedingungen, die ebenfalls als Vergleich zu den Stammsammlungsta¨mmen NRRL 1960
und 1963 dient (Abbildung 4.48, Seite 107). Bei sto¨rungsfreiem Betrieb der Fermentation
ergibt sich der in Abbildung 4.41 dargestellte Kultivierungsverlauf. Vor dem Animpfen
wird nach ausgiebiger Begasung die Belu¨ftung eingestellt. Mit dem Auskeimen der Spo-
ren und dem beginnenden Wachstum der Biomasse sinkt der Sauerstoﬀgehalt im Reaktor.
Durch die Sauerstoﬀregelung wird die Luftzufuhr geo¨ﬀnet und soweit mo¨glich auf 25 %
gehalten. Nach ca. 48 Stunden geht die exponentielle Wachstumsphase des Pilzes in die
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Abbildung 4.41: Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b im 1,5 l Glasfermenter, 33 °C,
Start pH 3,1 ungeregelt
stationa¨re Phase mit ca. 7 g/l BTM u¨ber. Wa¨hrend der Wachstumsphase sinkt der pH-
Wert der Kultivierung von 3,1 auf pH 1,9 und bleibt bis zum Fermentationsende nahezu
konstant auf diesem niedrigen Niveau. Der Pilz wa¨chst in Form von lockeren, kleinen Pel-
lets, mit einem Durchmesser von ungefa¨hr 0,1 mm. Der Rand dieser Pilzagglomeration
ist lose und ausgefranst mit einzelnen langen Myzelfa¨den (vergleichbar mit der Abbildung
4.21, Seite 76, mit 5 g/l CaCl2).
Nach ca. 20 Stunden beginnt der Pilz, bei gleichzeitiger Glucoseabnahme, mit der IA-
Produktion. Zwischen 2 und 3 Tagen besitzt die IA-Produktionskurve die gro¨ßte Stei-
gung. Ab dem vierten Tag ﬂacht der Kurvenverlauf ab, es wird immer weniger Itaconsa¨ure
neu gebildet. Nach acht Tagen Kultivierungsdauer ist eine Itaconsa¨urekonzentration von
83,1 g/l im Reaktor erreicht, zu diesem Zeitpunkt sind noch weitere 32,6 g/l Glucose
vorhanden. Die Verla¨ngerung der Kultivierung um weitere sechs Tage fu¨hrt zu einem ge-
ringen Anstieg der IA auf 87,6 g/l, wa¨hrend 18 g/l Glucose verbraucht werden.
In einem deutschen Patent konnten mit dem Stamm A. terreus NRRL 1960 nach sie-
ben Tagen ca. 90 g/l IA erzeugt werden (Batti and Schweiger, 1963). Kultivierungen des
Stammes A. terreus NRRL 1963 mit a¨hnlichem, angepasstem Medium im Schu¨ttelkolben
erbrachten lediglich 50 g/l nach acht Tagen Fermentationsdauer (Welter, 2000). In einer
Fedbatch-Kultivierung von A. terreus LU02b wurden nach acht Tagen ca. 40 g/l und nach
25 Tagen 80 g/l Itaconsa¨ure erreicht (Jahnz et al., 2003).
Die Kultivierung startet mit einem Redoxpotenzial von ca. 300 mV. Zeitgleich mit dem
Begasungsstart werden 0,3 ml Antischaummittel zugegeben, infolge dessen steigt das Re-
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doxpotenzial auf 450 mV. Bis zum Beginn der sta¨rksten Produktionsphase ist es auf
ein Minimum von 250 mV gesunken steigt im weiteren Verlauf stufenweise auf knapp
500 mV. Bis zum Kultivierungsende sinkt das Redoxpotenzial langsam aber kontinuier-
lich auf einen Endwert von 350 mV ab. Die Produktivita¨t ist im Zeitraum von 2 und 3
Tagen mit 1,29 g/(lh) maximal. Nach einem Kultivierungszeitraum von knapp drei Tagen
nimmt die Produktivita¨t ab. Zeitgleich ist ein Knick im Kurvenverlauf des Redoxpotenzial
zu beobachten.
Nach zwei Tagen wird eine Ausbeute von fast 70 mol% und nach vier Tagen 82 mol%
erreicht. Bis zum Kultivierungsende sinkt sie langsam auf 73 mol% ab. Ausbeuten u¨ber
80 mol% ko¨nnen erreicht werden, da die Bildung der IA nicht an das Wachstum der Bio-
masse gebunden ist. Der Großteil des Substrates wird in das Produkt umgesetzt. Ein
geringerer Anteil dient vermutlich der Biomassebildung, der Bereitstellung von Energie
sowie dem Erhaltungsstoﬀwechsel, durch den Kohlenstoﬀ in Form von CO2 freigesetzt
wird. Weiterhin werden aus ca. 3 % der verbrauchten Glucose Nebenprodukte gebildet
(Abbildung 4.42). Nach zwei Tagen und im weiteren Verlauf ist Gluconsa¨ure bedingt durch
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Abbildung 4.42: Nebenprodukte der Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b im 1,5 l
Glasfermenter, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
die HPLC-Analytik nicht mehr nachweisbar, da Konzentrationen kleiner als ca. 4 g/l vom
Peak der Ketoglutarsa¨ure verdeckt werden und somit quantitativ nicht auswertbar sind.
Bei den Nebenprodukten Ketoglutarsa¨ure, A¨pfelsa¨ure und cis-Aconitsa¨ure handelt es sich
um Zwischenprodukte des Citronensa¨urezyklus (Abbildung 2.3, Seite 8). Wa¨hrend des
Kultivierungsverlaufes akkumulieren wenige Gramm Ketoglutar- und A¨pfelsa¨ure.
Nach sechs bis sieben Tagen wird A¨pfelsa¨ure nicht weiter angereichert, die Konzentrati-
on nimmt sogar wieder leicht ab. Dies deutet darauf hin, dass der Pilz die A¨pfelsa¨ure im
Medium wieder in den Stoﬀwechsel zuru¨ckfu¨hrt. Dies entspricht Ergebnissen von Eimhjel-
len, demnach kann A. terreus eine Vielzahl metabolischer Zwischenprodukte als Substrate
nutzen (Eimhjellen and Larsen, 1955).
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Bis zum Einsetzen der sta¨rksten Produktbildungsphase werden zwischen 30 und 40 mg/l
cis-Aconitsa¨ure freigesetzt. Zwischen dem zweiten und dem dritten Tag sinkt die Kon-
zentration wieder leicht ab, was darauf hindeutet, das die cis Aconitat-Decarboxylase
besonders aktiv ist. Die produzierte cis-Aconitsa¨ure wird vollsta¨ndig weiter umgesetzt.
Nach ca. drei Tagen ist die maximale Produktivita¨t u¨berschritten, es reichern sich bis zu
100 mg/l im Medium an. Nach vier Tagen, zeitgleich mit der Abnahme der Itaconsa¨ure-
Produktionsrate, wird keine cis-Aconitsa¨ure mehr ins Medium freigesetzt. Die Konzen-
tration betra¨gt 75 mg/l und scheint sich bis zum Ende der Kultivierung noch leicht zu
reduzieren. An die Phase des sta¨rksten Verbrauchs von cis-Aconitsa¨ure schließt sich ein
deutlicher Anstieg der trans-Aconitsa¨ure im Medium an.
In dieser Fermenteranlage wurde eine stabile, reproduzierbare fermentative IA-Her-
stellung mit dem Pilz A. terreus LU02b erreicht und die Ergebnisse dienen als Referenz
fu¨r die Kultivierung im Umwurfreaktor und fu¨r den 10 l Ru¨hrkessel.
4.3.2 Kultivierung von Aspergillus terreus in dem 3 l Umwur-
freaktor
Bei der Fermentation mit A. terreus im 1,5 l Ru¨hrreaktor kommt es zu starker Schaumbil-
dung (Kapitel 4.2.1, Seite 67). Um dies zu verhindern wird der Einsatz eines Umwurﬀer-
mentersystems zur IA-Herstellung getestet. Dies hat den Vorteil, dass durch die besondere
Stro¨mungsfu¨hrung (Abbildung 2.4, Seite 16) der Schaum zersto¨rt wird und sich keine ge-
schlossene Schaumdecke ausbildet.
Die Sporenkeimung sowie das Wachstum des Pilzmyzels verliefen im Umwurfreaktor zeit-
lich vergleichend zum Ru¨hrreaktor. Abweichend vom Ru¨hrreaktor startet der Pilz mit der
IA-Produktion, mit vergleichbarer Produktivita¨t, aber erst nach drei Tagen. Nach fu¨nf
Tagen Kultivierungsdauer und einer IA Konzentration von ca. 50 g/l sinkt die Produkti-
vita¨t deutlich. Nach knapp 11 Tagen wird eine Endkonzentration von 75,9 g/l IA erzielt.
Am Verlauf des Gelo¨stsauerstoﬀprtialdruckes ist deutlich zu erkennen, dass die Regelung
der Belu¨ftung nicht trivial ist. Nach ca. 24 Stunden fa¨llt der pO2-Wert im Umwurfre-
aktor infolge des Sauerstoﬀverbrauchs durch das Biomassewachstums auf ca. 20 %. Zu
diesem Zeitpunkt wird mit der manuellen Belu¨ftung begonnen. Bis zum Beginn der Ita-
consa¨ureproduktion kann die Sauerstoﬀkonzentration relativ konstant gehalten werden.
Mit einsetzender Produktion steigt der Verbrauch deutlich an, die Belu¨ftungsrate wird
angepasst. Diese betra¨gt bei maximaler Belu¨ftung 0,03 v/vm. Im Bereich zwischen fu¨nf
und sieben Tagen ist die Phase maximaler Produktivita¨t u¨berschritten und der pO2-
Gehalt steigt. Wa¨hrend des siebten Kultivierungstages kam es infolge eines Stromausfalls
zu einer einminu¨tigen Unterbrechung der Belu¨ftung, was sich auf die IA-Produktion aus-
wirkt. Dies zeigt erneut, wie empﬁndlich der Pilz auf eine kurzzeitige Unterbrechung der
Sauerstoﬀversorgung reagiert.
Das Wachstum des Pilzes beginnt wie im Ru¨hrreaktor nach ca. 18 Stunden. Die My-
zelbildung der ausgekeimten Sporen kann beobachtet werden. Die BTM betra¨gt nach drei
Tagen durchschnittlich 10,5 g/l und liegt damit ca. 3 g/l ho¨her als im Ru¨hrreaktor. Da
auch im Umwurfreaktor die Fermentation mit Phosphatlimitierung durchgefu¨hrt wurde
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Abbildung 4.43: Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b im 3 l Umwurfreaktor, 33 °C,
Start pH 3,1 ungeregelt
kann diese Erho¨hung mit der Morphologie des Pilzes zusammenha¨ngen. Im geru¨hrten Sy-
stem liegen kleine, ausgefranste Pellets vor. Im Umwurfreaktor wa¨chst der Pilz als locke-
res, netzartig ausgebildetes Myzel (Abbildung 4.44). Bei der Zentrifugation bildet sich ein
kompaktes Biomassepellet, das mo¨glicherweise infolge der Wachstumsform bei den einzel-
nen Waschschritten schlecht ru¨ckgelo¨st werden kann. Es ist daher nicht auszuschließen,
dass Salze durch das Myzel zuru¨ckgehalten werden, was den erho¨hten Biomassegehalt
erkla¨rt.
Bei der Kultivierung im Umwurfreaktor wurden die Vorteile dieses Systems (Tabelle
2.4, Seite 17) beobachtet. Im Sto¨rungsfreien Betrieb wird infolge der Stro¨mungsfu¨hrung
keine Schaumdecke ausgebildet, auch ein nennenswerter Bewuchs der Einbauten ist trotz
der freien Wachstumsform nicht zu erkennen. Das U¨berfallen der Kulturﬂu¨ssigkeit in das
Leitrohr scheint sich unterstu¨tzend auf den Eintrag des Sauerstoﬀs auszuwirken, da be-
reits sehr niedrige Belu¨ftungsraten von unter 0,03 v/vm fu¨r die Begasung der Kultivierung
ausreicht. Den pO2-Gehalt mittels einer manuellen Belu¨ftung konstant zu halten ist nicht
trivial. Das System reagiert sehr empﬁndlich auf A¨nderungen in der Luftzufuhr. Der Pilz
A. terreus beno¨tigt fu¨r eine eﬃziente Produktbildung eine geringe aber konstante Sau-
erstoﬀversorgung. Es ist wahrscheinlich, dass die starken unkontrollierten Schwankungen
in der hier durchgefu¨hrten Kultivierung die Itaconsa¨ureproduktion negativ beeinﬂussen,
was bei der Kultivierung mit dem oszillierenden Gelo¨stsauerstoﬀpartialdruck im Medium
ebenfalls gezeigt wurde (Kapitel 4.2.1.2, Seite 70). Aus diesem Grund ist ein gut einge-
stelltes automatisches Reglersystem beim Betrieb dieses Reaktors empfehlenswert.
Nachteilig fu¨r den Einsatz dieses Reaktorsystems ist die starke Abha¨ngigkeit des Stro¨-
mungsproﬁls von der Viskosita¨t des Mediums. Zu Beginn der Kultivierung wurde die
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Abbildung 4.44: Mikroskopie der Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b im 3 l Um-
wurfreaktor, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt; 40fach vergro¨ßert
Drehzahl von 700 Upm eingestellt, so dass auch mit steigender Viskosita¨t ein genu¨gend
ausgepra¨gter Umwurf der Flu¨ssigkeit gewa¨hrleistet ist. Aufgrund des Wachstums in Form
von verzweigten Myzel erho¨hte sich die Medienviskosita¨t derart, dass die Drehzahl des
Propellerru¨hrers auf 730 Upm gesteigert werden musste, um weiterhin das Stro¨mungspro-
ﬁl aufrechtzuerhalten.
Es konnte nicht gekla¨rt werden, warum die IA-Produktion einen Tag spa¨ter einsetzte ob-
wohl der Wachstumsverlauf dem im Ru¨hrreaktor entsprach. Weiterhin ist unklar, warum
die IA-Endkonzentration 10 g/l niedriger ist als im Ru¨hrreaktor. Die Kultivierung von A.
terreus LU02b im Umwurfreaktor beno¨tigt aufgrund seiner Stro¨mungsfu¨hrung eine gerin-
ger Begasungsrate, aber es erfordert eine zusa¨tzliche Kontrolle um trotz sich erho¨hender
Medienviskosita¨t einen ausreichenden Umwurf durch Drehzahlerho¨hung zu gewa¨hrleisten.
Im Vergleich zum Ru¨hrreaktor verlief die IA-Produktion im Umwurfreaktor schlechter,
die Ausbeute betrug nur ca. 74 mol%. Es ist fraglich ob durch eine Fermentationsopti-
mierung im Umwurfreaktor eine wesentliche Verbesserung der Produktivita¨t des Pilzes
erzielt werden kann.
4.3.3 Kultivierung von Aspergillus terreus in dem 15 l Ru¨hr-
reaktor
Fu¨r eine Umsetzung des Prozesses in den industriellen Maßstab ist es fu¨r eine Maßstabs-
vergro¨ßerung von Vorteil, wenn bereits im Labor mit einem Ru¨hrkesselreaktor normierter
Bauart gearbeitet wird. In diesem Kapitel sind die Ergebnisse der Kultivierung im Ru¨hr-
kesselreaktor (Braun-Diessel, Melsungen) mit einem Gesamtvolumen von 15 l dargestellt.
Kultiviert wurde mit insgesamt 10 l Medium unter vergleichbaren Bedingungen wie im
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Abbildung 4.45: Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b im 15 l Ru¨hrreaktor, 33 °C,
Start pH 3,1 ungeregelt; 40fach vergro¨ßert
1,5 l Ru¨hrreaktor.
Der Verlauf der Itaconsa¨urebildung ist im 15 l Ru¨hrkesselreaktor vergleichbar mit der
Referenzkultivierung im 1,5 l Ru¨hrreaktor (Abbildung 4.45). Nach 16 Stunden Kulti-
vierungsdauer beginnt der Pilz mit der IA-Produktion. Die Produktivita¨t zwischen dem
zweiten und vierten Kultivierungstag stimmt mit der im 1,5 l Ru¨hrreaktor u¨berein. Nach
vier Tagen und einer bis dahin erreichten Konzentration von ca. 60 g/l IA sinkt die Pro-
duktivita¨t deutlich ab. Innerhalb von sieben Tagen werden 86,2 g/l Itaconsa¨ure gebildet.
Zu diesem Zeitpunkt wird eine Ausbeute von 86 mol% erzielt, wa¨hrend im 1,5 l Ru¨hrre-
aktor die Ausbeute 80 mol% betra¨gt.
Die Entwicklung der Pilzbiomasse im 15 l Ru¨hrkesselreaktor ist a¨hnlich der im 1,5 l
Ru¨hrreaktor, nach 2 Tagen ist in beiden Reaktoren stationa¨res Wachstum bei 7 bis 8 g/l
BTM erreicht. Die Morphologie des Pilzes unterscheidet sich von der im 1,5 l Ru¨hrreaktor
durch das Wachstum in Form von losen, lockeren Myzel (Abbildung 4.45), wobei die
Hyphen relativ kurz und schwa¨cher verwoben sind. Da sich diese Kultivierungen nicht
im Medium, der Temperatur, dem pH- oder pO2-Verla¨ufen unterscheiden muss die leichte
A¨nderung der Morphologie auf die Unterschiede in dem vera¨nderten Stro¨mungsproﬁl bzw.
dem Energieeintrag ru¨ckzufu¨hren zu sein.
Die U¨bertragung der Kultivierung von speziell angefertigten 1,5 l Ru¨hrreaktoren kann
in den 15 l Ru¨hrkesselreaktor normgerechter Bauart ohne Schwierigkeiten durchgefu¨hrt
werden.
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Abbildung 4.46: Mikroskopie der Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b im 15 l
Ru¨hrreaktor, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt; 40fach vergro¨ßert
4.3.4 Vergleich: Itaconsa¨ureherstellung mit Aspergillus terreus
- Citronensa¨ureherstellung mit Aspergillus niger
Die fermentative Citronensa¨ureherstellung ist im Bezug auf den Mikroorganismus (Asper-
gillus niger) sowie der Biosynthese (Ausschleußung der Citronensa¨ure aus dem Citratzy-
klus) der biotechnischen Itaconsa¨ureherstellung sehr a¨hnlich. Seit 1891/93 ist die fer-
mentative Citronensa¨ureherstellung Gegenstand der Forschung. Die biotechnische Citro-
nensa¨ureherstellung ist zur Zeit eine der industriellen Hauptfermentationsprozesse (Roehr,
1998). Durch die jahrelange Forschung ist u¨ber diesen Fermentationsprozess viel bekannt
und es ko¨nnen mit 8-10 g/l Biotrockenmasse nach 12,5 Tagen 200 g/l Citronensa¨ure her-
gestellt werden (Roehr et al., 1996).
Im Vergleich zur Itaconsa¨ureherstellung mit Aspergillus terreus LU02b im 15 l Ru¨hrreak-
tor (Abbildung 4.47) wird eine deutlich ho¨here Endkonzentration (200 g/l Citronensa¨ure
- 90 g/l Itaconsa¨ure) erreicht. Allerdings ist die lag-Phase sowie die Produktivita¨t bis 3,5
Tage Kultivierungsdauer beider Kultivierungen vergleichbar. Bei der Itaconsa¨ureherstel-
lung muss somit aufgekla¨rt werden, weshalb keine ho¨heren Endkonzentrationen erreichbar
sind, bzw. mu¨ssen leistungsfa¨higere Sta¨mme gefunden und durch Mutation/Adaptation
vera¨ndert werden, so dass auch bei der Itaconsa¨ureherstellung ho¨here Endkonzentrationen
erreicht werden ko¨nnen.
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Abbildung 4.47: Kultivierung im 1,5 l Glasfermenter von Aspergillus terreus LU02b, NRRL
1960, NRRL 1963 unter Standardbedingungen, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
4.4 Vergleich der IA produzierenden Sta¨mme Asper-
gillus terreus NRRL 1960, 1963 und LU02b in
1,5 l Ru¨hrreaktoren
Die Stammsammlungssta¨mme A. terreus NRRL 1960 und 1963 werden unter den opti-
mierten Standardbedingungen mit dem Eigenisolat LU02b im 1,5 l Ru¨hrreaktor unter
vergleichbaren Bedingungen kultiviert (Abbildung 4.48). Die Stammsammlungssta¨mme
schließen wie das Eigenisolat die Wachstumsphase nach ungefa¨hr 2 Tagen ab und errei-
chen ca. 8 g/l BTM. Nach ungefa¨hr 1,5 Tagen setzt die IA-Produktion ein. Das Eigenisolat
hat zu Beginn der Produktionsphase bis 3 Tagen Kultivierung eine etwas ho¨here Produk-
tivita¨t als die Stammsammlungssta¨mme. Nach 3 Tagen sinkt die Produktivita¨t des Stam-
mes LU02b aber, was bei dem 1960er und 63er Stamm nicht eintritt. Nach 4 Tagen sinkt
unabha¨ngig vom Stamm die Produktivita¨t. Der 1963 Stamm zeigt nach diesem Knick die
ho¨chste Produktivita¨t, so dass dieser Stamm nach 10 Tagen 91 g/l IA produziert.
Zwischen diesen drei Sta¨mmen treten keine gro¨ßeren Unterschiede im Fermentations-
verhalten auf. Die Morphologie der Pilze zeigt ein einheitliches Erscheinungsbild unter
diesen Standardbedingungen. Die Endkonzentrationen liegen zwischen 87 und 91 g/l IA.
In den Produktivita¨ten unterscheiden sich die Sta¨mme leicht. Die Produktivita¨t des A.
terreus LU02b sinkt nach 3 und 4 Tagen von 1,29 g/(lh), die dieser Pilz im Zeitraum
zwischen 2 und 3 Tagen aufweist, auf 0,45 g/(lh) nach 4 Tagen. Bisher ist die Ursache
hierfu¨r nicht bekannt. Die Sta¨mme NRRL 1960 und 1963 zeigen keine Abnahme nach
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Abbildung 4.48: Kultivierung im 1,5 l Glasfermenter von Aspergillus terreus LU02b, NRRL
1960, NRRL 1963 unter Standardbedingungen, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
3 Tagen, sondern lediglich nach 4 Tagen Kultivierungsdauer, von 1 g/(lh) auf 0,52 g/(lh)
nach 4 Tagen.
Da die maximale Produktivita¨t zu Beginn der Produktionsphase von dem Eigenisolat
ho¨her ist, als bei den Stammsammlungssta¨mmen, kann man keinen der Sta¨mme als den
geeignetesten Stamm hervorheben.
4.5 Verdunstungseﬀekte
Bei der fermentativen Itaconsa¨ureherstellung treten wa¨hrend der vergleichbar langen
Kultivierungszeit von 10 Tagen Verdunstungseﬀekte auf. Diese Eﬀekte sind abha¨ngig von
der Kultivierungstemperatur und weiteren Parametern wie z.B. der Begasungsrate, der
Feuchtigkeit der Zuluft, der Ku¨hlleistung der Abluftstrecke und der Umgebungstempera-
tur. Tritt eine hohe Verdunstung auf, ist dies unmittelbar an den Konzentrationsverla¨ufen
des Eduktes und Produktes erkennbar. So wu¨rde die IA-Konzentration nach dem Errei-
chen der stationa¨ren Phase erneut zunehmen (es wird aufkonzentriert), wohingegen der
Glucosegehalt nahezu konstant bleibt bzw. sogar leicht ansteigt. Bei einer industriellen
Anwendung wu¨rde somit das Produkt am Ende der Fermentation aufkonzentriert, was
sich positiv auf die sich anschließende Aufarbeitung auswirken wu¨rde. Bei Forschungs-
arbeiten hingegen ist das Vermeiden gro¨ßerer Verdunstung bzw. die Kenntnis der Ver-
dunstungsho¨he bei den jeweiligen Versuchsansa¨tzen notwendig, da sich die Verdunstung
direkt auf die Berechnung von Bilanzen und der Ausbeute auswirken und um die Ver-
gleichbarkeit der eigenen Ergebnisse mit Dritten zu gewa¨hren.
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In dieser Arbeit sind alle dargestellten Konzentrationen die tatsa¨chlichen, unkorrigier-
ten, gemessenen Werte, ohne Beru¨cksichtigung eventuell auftretender Verdunstung. Da-
her wird im Folgenden fu¨r jeden Fermentationstyp die jeweilige maximale Verdunstung
wa¨hrend der gesamten Fermentationsdauer dargestellt.
Im Schu¨ttelkolben wurde vor Beginn der Inkubation das Gewicht des Erlenmeyer-
kolbens bestimmt. Vor jeder Probenahme wurde der Kolben erneut gewogen und die
Gewichtsdiﬀerenz durch Zugabe von sterilem Reinstwasser (Millipore, Milli Qplus 185)
ausgeglichen. Nach jeder Probenahme wurde das Gewicht erneut notiert und dieses diente
fu¨r den Gewichtsvergleich der na¨chsten Probenahme. Auf diesem Weg konnte der Fehler
durch Verdunstung minimiert werden.
In der 1,5 l Multifermenteranlage wurde die Ku¨hlung der Abluftstrecke (mittels
Kryostat) auf 2 °C eingestellt. Ein volumetrischer Vergleich, unter Beru¨cksichtigung der
Probenahmen, zu Beginn und Ende der Fermentation (nach 10 Tagen) ergab maximal
einen Verlust von 5 %. Alle Fermentationen im 1 l Maßstab mu¨ssen mit diesen 5 %
korrigiert werden, um die tatsa¨chlich durch den Pilz produzierten IA-Konzentrationen zu
erhalten.
Im Umwurfreaktor ist die Begasungsrate um den Faktor 20-30 geringer, als im Ru¨hr-
reaktor. Der Reaktor stand auf einer Waage, so dass das Gewicht zu Beginn, nach jeder
Probenahme und nach Abbruch der Kultivierung notiert wurde. Die Abluftstrecke wurde
ebenfalls auf 2 °C geku¨hlt. In diesem Reaktor trat wa¨hrend der gesamten Fermentation
eine Verdunstung von 1,6 % auf.
Im 15 l Biostat E Ru¨hrkessel wurde die Abluftstrecke mit Leitungswasser geku¨hlt.
Die Fermentation wurde bei einer Umgebungstemperatur von ungefa¨hr 30 °C durch-
gefu¨hrt, so dass die Temperatur des Leitungswassers vermutlich nicht ausreichte, um eine
vergleichbare Ku¨hlung wie in der 1,5 l Multifermenteranlage zu erreichen. Infolge dessen
wurde mittels volumetrischem Vergleich zu Beginn und Ende der Fermentation, unter
Beru¨cksichtigung der Probevolumina, ein Verdunstungseﬀekt von 7,5 % ermittelt.
4.6 Preiswerter Rohstoﬀ
Preisgu¨nstige Substrate auf Basis nachwachsender Rohstoﬀe sollen auf Verwertbarkeit
untersucht werden, da aus Kostengru¨nden die Verwendung von Glucose zur industriel-
len Produktion von Itaconsa¨ure nicht empfehlenswert ist. Der Einsatz preisgu¨nstigerer
Alternativen kann zur Eﬃzienzsteigerung des Produktionsprozesses beitragen. In diesem
Kapitel wird untersucht, in wie weit die Verwendung von Neben,- bzw Abfallproduk-
ten der Sta¨rkeproduktion, der Herstellung von Maissta¨rke sowie der Ka¨seherstellung das
Wachstum und die Itaconsa¨ureproduktion des Pilzes beeinﬂussen. Weiterhin wird der
Einsatz alternativer Kohlenstoﬀquellen (Saccharose, Glycerin, Lactose und Xylose) fu¨r
die IA-Herstellung getestet.
4.6.1 Identiﬁzierung und Analyse von Quellen
Folgende Rohsubstrate wurden na¨her untersucht:
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• Kartoﬀel-Restfruchtwasser-Konzentrat: Dabei handelt es sich um ein Neben-
produkt der Sta¨rkegewinnung (eingedicktes Restfruchtwasser der Kartoﬀel) welches
besonders eiweiß- und mineralstoﬀreich ist. Analysenwerte bzw. der Na¨hrstoﬀge-
halt einer vorhandenen Probe des Konzentrates der Su¨dzucker AG sind vorhanden
(Anhang A.1).
• Maisquellwasser: Dieser Rohstoﬀ ist ein Nebenprodukt bei der Herstellung von
Maissta¨rke. Die Analyse einer vorhandenen Probe der Su¨dzucker AG ist vorhanden
(Anhang A.2).
• Rohglycerin: Es ist ein Abfallprodukt der Biodieselproduktion. Rohglycerin mit
Analysenzertiﬁkat der Firma Campa Biodiesel GmbH & Co. KG ist vorhanden.
• Molke: Dieses Substrat fa¨llt bei der Ka¨seherstellung an.
4.6.2 Mikrobielle Verwertbarkeit
4.6.2.1 Verwertbarkeit verschiedener Kohlenstoﬀquellen
Es wurden Kultivierungen in Schu¨ttelkolben unter gleichen Bedingungen, Standardpro-
duktionsmedium (Tabelle 3.1, Seite 29) mit 0,04 g/l KH2PO4, aber mit verschiedenen
Kohlenstoﬀquellen (Glucose, Saccharose, Pharmaglycerin und Lactose) durchgefu¨hrt (Ab-
bildung 4.49).
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
0
10
20
30
40
50
60
70
80
 
 
 Glucose
 Saccharose
 Glycerin
 Lactose
It
a
c
o
n
s
ä
u
re
 [
g
/l
]
Zeit [d]
Abbildung 4.49: Vergleich verschiedener C-Quellen; Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b
in 250 ml Erlenmeyerkolben; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm
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Mit Glucose konnte die beste IA-Produktion erzielt werden. Aus 110 g/l Glucose pro-
duziert der Pilz nach 13 Tagen 68 g/l IA. Der Pilz ist in der Lage Saccharose zu verwerten
und bildet aus 120 g/l Saccharose 69 g/l IA. Er verbraucht Glucose und Fructose parallel,
verwertet aber einen ho¨heren Anteil an Glucose, so dass diese nach 13 Tagen vollsta¨ndig
verbraucht ist bei einer gleichzeitigen Fructose Konzentration von 17,8 g/l.
Der Einsatz von Glycerin als Substrat fu¨r mikrobiologische Fermentationsprozesse ist
interessant, da es als Nebenprodukt bei der Herstellung von Fettsa¨uren und Biodiesel
anfa¨llt. Infolge der zunehmenden Nachfrage und der gesteigerten Produktion von Biodie-
sel sind die Marktpreise fu¨r Glycerin stark gesunken. In diesem Versuch wird zuna¨chst
Pharmaglycerin als alleinige Kohlenstoﬀquelle eingesetzt. Mit dieser Kohlenstoﬀquelle ist
das Wachstum und die Produktion der Itaconsa¨ure langsamer als mit Glucose. Nach 13
Tagen verbraucht der Pilz die vorgelegte Glucose vollsta¨ndig mit einer molaren Ausbeu-
te von 86 mol% (68 g/l IA). Mit Pharmaglycerin als alleinige Kohlenstoﬀquelle wurden
aber nach gleicher Inkubationsdauer lediglich 60,5 % des eingesetzten Glycerins (114 g/l)
verbraucht und zu 42,5 g/l IA umgesetzt (42,7 mol%).
Aspergillus terreus LU02b bildete mit Lactose die dreifache Biotrockenmasse aber ledig-
lich 0,8 g/l IA nach 23 Tagen Kultivierung. Dieser Pilz ist somit in der Lage Lactose als
alleinige Kohlenstoﬀquelle zum Wachstum, aber nicht zu einer hohen IA-Produktion zu
nutzen. Folglich ist Molke als alleinige Kohlenstoﬀquelle nicht einsetzbar.
Im 1,5 l Glasreaktor wurde der Versuch mit Pharmaglycerin als Kohlenstoﬀquelle wie-
derholt. Weiterhin wurde die Verwertbarkeit von Xylose als Substrat getestet (Abbildung
4.50).
Mit reinem Pharmaglycerin erfolgt das Wachstum im Fermenter a¨hnlich wie mit Glu-
cose. Die IA-Produktion setzt hingegen nach ca. zwei Tagen etwas verzo¨gert ein. Die Kur-
vensteigung wa¨hrend der sta¨rksten Produktbildungsphase ist geringer als bei der Referenz
(Standardkultivierung mit Glucose). Nach ca. fu¨nf Tagen nimmt die Produktivita¨t ab
und nach 15 Tagen Kultivierungsdauer wird eine Konzentration von 69,7 g/l Itaconsa¨ure
erreicht. Die Ausbeute betra¨gt nach sieben Tagen 69 mol%, infolge des weiteren Sub-
stratverbrauchs sinkt sie aber auf 33 mol% nach 15 Tagen ab. Bei dieser Kultivierung im
Ru¨hrreaktor konnte innerhalb vergleichbarer Kultivierungszeit, vermutlich aufgrund der
kontrollierbaren Bedingungen und aktiver Sauerstoﬀzufuhr, vergleichend zum Schu¨ttel-
kolben 27 g/l IA mehr produziert werden. Dieses macht den Einsatz von Rohglycerin als
Kohlenstoﬀquelle interessant, mit der Einschra¨nkung, dass dieses meist Salze und ande-
re Verunreinigungen in Konzentrationen entha¨lt, die der Produktivita¨t von Aspergillus
terreus nicht zutra¨glich sind.
Das Substrat Xylose (Holzzucker) kann aus Holz oder anderen, aus Cellulosefasern be-
stehenden Pﬂanzen wie z.B. Stroh gewonnen werden. Im Reaktor sind zwei Tage nach dem
Beimpfen die Sporen nicht ausgekeimt. Da die Keimung bei einer Standardfermentation
innerhalb der ersten 15 Stunden stattﬁndet, sollte die Keimung durch Zugabe von 2 g/l
Glucose initiiert werden. Nach drei Tagen wurden weitere 3 g/l Glucose zudosiert. Nach
vier Tagen Kultivierungsdauer sinkt die Gelo¨stsauerstoﬀkonzentration und die Keimung
der Sporen beginnt. Nach ca. sieben Tagen ist die zugegebene Glucose aufgezehrt, es hat
sich ein pH-Wert von 1,9-2,0 eingestellt und der Pilz ist wie bei einer Standardkultivierung
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Abbildung 4.50: Vergleich verschiedener C-Quellen; Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b
im 1,5 l Glasfermenter; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm
in Form von kleinen, locker ausgefransten Pellets gewachsen. Die Phase der sta¨rksten Ita-
consa¨ureproduktion beginnt und sinkt nach neun bis 10 Tagen. Nach insgesamt 12 Tagen
Produktionsdauer betra¨gt die Konzentration der Itaconsa¨ure im Medium ca. 45 g/l. Am
Verlauf der Xylosekonzentration ist zu erkennen, dass der Pilz den Zucker von Beginn des
Wachstums an stetig abbaut. Da trotz der Glucosezugabe am zweiten und dritten Tag
der Pilz erst nach u¨ber vier Tagen mit dem Wachstum beginnt, kann darauf geschlos-
sen werden, dass nicht zwingend Glucose als Substrat beno¨tigt wird. Vermutlich beno¨tigt
der Organismus diese Zeit um den Stoﬀwechsel auf das Substrat Xylose umzustellen. Im
Vergleich sind die Produktivita¨t und die erreichte Endkonzentration deutlich geringer als
in einer Kultivierung mit dem Substrat Glucose, dennoch wurde eine Ausbeute von ca.
60 mol% erzielt. Untersuchungen von Kautola haben ebenfalls ergeben, dass Aspergillus
terreus in der Lage ist organische Sa¨uren aus Xylose herzustellen, jedoch deutlich lang-
samer als mit Glucose oder Saccharose als Substrat (Kautola et al., 1989). Dies deckt
sich auch mit Ergebnissen von Eimhjellen, der mehrere unterschiedliche Zucker und Alko-
hole auf ihre Eignung als Substrat zur Itaconsa¨ureproduktion untersucht hat. Das beste
Wachstum und die sta¨rkste IA-Produktion wurde mit Glucose und Saccharose erzielt, aber
auch die Zucker Cellobiose, D-Mannose, D-Fructose, D-Xylose sowie der Alkohol Glycerin
stellten sich als taugliche Kohlenstoﬀquellen heraus (Eimhjellen and Larsen, 1955).
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Abbildung 4.51: Einsatz verschiedener Rohsubstrate bei einer Kultivierung von Aspergillus
terreus LU02b in 250 ml Erlenmeyerkolben; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm
4.6.2.2 Verwertbarkeit von Neben- bzw. Abfallprodukten
Der Zusatz von 10 g/l Kartoﬀelrestfruchtwasser (PNC, als alleinige Stickstoﬀquelle), 1
bzw. 10 g/l Maisquellwasser sowie Rohglycerin als alleinige Kohlenstoﬀquelle (Abbildung
4.51) wurden auf ihre Verwertbarkeit durch den Pilz A. terreus LU02b untersucht.
Das Kartoﬀelrestfruchtwasser (PNC) ist besonders eiweiß- (bzw. stickstoﬀ-) und mi-
neralreich und wurde als alleinige Stickstoﬀquelle eingesetzt. Bei den Kultivierungen
mit PNC wurde mehr Biomasse als in der Referenz produziert, aber keine Itaconsa¨ure.
Das erho¨hte Biomassewachstum ist vermutlich auf das im PNC enthaltene Phosphor
zuru¨ckzufu¨hren. Vermutlich sind sto¨rende Substanzen im PNC enthalten, welche die IA-
Produktion vollsta¨ndig hemmen. Daher ist das Kartoﬀelrestfruchtwasserkonzentrat als
alleinige Stickstoﬀquelle fu¨r die IA-Herstellung nicht geeignet
Mit Rohglycerin produzierte der Pilz ab drei Tagen Kultivierung IA. Im Vergleich zur
Kultivierung mit Glucose war die lag-Phase bis zum Start der IA-Produktion zwei Ta-
ge und vergleichend zum Pharmaglycerin einen Tag la¨nger (Abbildung 4.50). Nach neun
Tagen Kultivierungsdauer produzierte der Pilz 16,7 g/l IA. Zu diesem Zeitpunkt lagen
weitere 27 g/l Glycerin im Medium vor. Am Kultivierungsende waren die vorgelegten
117 g/l Glycerin vollsta¨ndig verbraucht und der Pilz verstoﬀwechselt die gebildete IA,
was an der Konzentrationsabnahme der IA zum Ende der Kultivierung hin erkennbar
ist. Im Vergleich zum reinen Pharmaglycerin (Abbildung 4.49) betra¨gt die erreichte IA-
Konzentration mit 16,7 g/l (13 mol% ) lediglich 39 % der im Schu¨ttelkolben produzierten
42,5 g/l IA. Dieser Versuch zeigt, dass der Einsatz von Rohglycerin prinzipiell mo¨glich
ist. Da der Pilz aber sehr stark auf Verunreinigungen (Welter, 2000) und Verschiebungen
bestimmter Na¨hrstoﬀverha¨ltnisse (Batti and Schweiger, 1963) reagiert ist eine Analyse
des Rohglycerins mit eventuell anschließender Aufreinigung notwendig um geringe Aus-
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beuten zu vermeiden.
Maisquellwasser entsteht bei der Herstellung von Maissta¨rke. Der Einsatz von Maisquell-
wasser (CSL) ist in der Literatur zahlreich vorhanden (Lockwood and Reeves, 1945) (Oka-
be et al., 1993) (Dwiarti et al., 2002). So konnte Dwiarti mit einer Mutante von Aspergillus
terreus NRRL 1960 (nach einer nitrosoguanidine (NTG) Behandlung) unter Verwendung
von 2,1 g/l CSL nach 144 h 80 g/l IA herstellen.
A. terreus LU02b produziert mit 10 g/l Maisquellwasser nur 9,7 g/l IA (Abbildung 4.51).
Der Zusatz von 1 g/l Maisquellwasser wirkt sich im Bezug der IA-Produktion nicht negativ
aus. Der Verlauf der IA-Produktion a¨hnelt dem Verlauf der Referenz. Der Pilz produziert
in den ersten 10 Tagen der Kultivierung 78 g/l IA. Ab diesem Zeitpunkt war keine Glucose
mehr messbar und die gebildete IA wurde als Substrat verbraucht und sank wa¨hrend der
weiteren Kultivierung.
Da sich der Zusatz von 10 g/l und 1 g/l Maisquellwasser so unterschiedlich in der Produk-
tion auswirkte wurden Versuche mit unterschiedlichen geringen Zusa¨tzen an Maisquell-
wasser durchgefu¨hrt (Abbildung 4.52). Diese Versuchsreihe zeigt, dass die IA-Produktion
mit dem verwendeten Stamm und dem Standardproduktionsmedium am besten verla¨uft,
um so geringer die zugesetzten Maisquellwassermengen waren. Mit keinem der Ansa¨tze
konnte eine bessere IA-Produktion erreicht werden, als mit dem Standardproduktionsme-
dium (Referenz; 0,1 g/l KH2PO4).
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Abbildung 4.52: Zusatz verschiedener Maisquellwasserkonzentration zu dem Standardproduk-
tionsmedium; Kultivierung von Aspergillus terreus LU02b in 250 ml Erlenmeyerkolben; 33 °C,
Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm
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Abbildung 4.53: U¨bersicht der maximalen Produktivita¨t und der maximal produzierten IA-
Konzentration unter Verwendung von alternativen Substraten; Kultivierung von Aspergillus
terreus LU02b in 250 ml Erlenmeyerkolben (SK) sowie 1,5 l Ru¨hrreaktor (RK); 33 °C, Start
pH 3,1 ungeregelt
4.6.2.3 Diskussion: Einsatz von Alternativsubstraten sowie Neben- bzw. Ab-
fallprodukten
Mit Ausnahme von Lactose kann A. terreus LU02b prinzipiell die untersuchten Substrate
als Kohlenstoﬀquelle fu¨r das Wachstum und fu¨r die IA-Produktion nutzen (Abbildung
4.53). Allerdings konnte weder mit Pharmaglycerin noch mit Xylose eine vergleichbare
maximale Produktivita¨t und molare Ausbeuten erzielt werden wie mit reiner Glucose.
Lediglich mit Saccharose konnte im Schu¨ttelkolben ein a¨hnlicher Kultivierungsverlauf wie
mit Glucose erzielt werden. Der Einsatz von Glycerin und Xylose ko¨nnte dennoch inter-
essant sein und der Einsatz eventuell durch eine Entwicklung einer Fu¨tterungsstrategie
mo¨glich sein.
Unter Verwendung der Neben- bzw. Abfallprodukte (Abbildung 4.54) verlief die Ita-
consa¨ure Produktion schlechter als mit dem reinen Standardproduktionsmedium (Re-
ferenz SK). Kartoﬀelrestfruchtwasser (PNC), als alleinige Stickstoﬀquelle, konnte der Pilz
zum Wachstum nutzen, aber er produzierte keine Itaconsa¨ure. Mit dem Rohglycerin (Fa.
Campa) wurden nur geringe IA-Konzentrationen erreicht und bei Zusa¨tzen des Maisquell-
wassers (CSL) war die IA-Produktion um so besser je weniger CSL zugegeben wurde.
Vermutlich sind in diesen Neben- bzw. Abfallprodukten Substanzen enthalten, welche
den Pilz bei der IA-Synthese beeintra¨chtigen. Daher mu¨ssten sie vor dem Einsatz auf-
gereinigt werden um Verunreinigungen und Schwermetallen wie z.B. Eisen und Mangan
abzutrennen. Da dies aber kostenintensiv ist und die Produktion an IA bisher ohne weite-
re Zusa¨tze und Glucose als Substrat am besten verla¨uft wurden keine weiteren Versuche
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Abbildung 4.54: U¨bersicht der maximalen Produktivita¨t und der maximal produzierten IA-
Konzentration unter Zusatz von Neben- bzw. Abfallprodukten; Kultivierung von Aspergillus
terreus LU02b in 250 ml Erlenmeyerkolben (SK); 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm
mit Rohsubstraten durchgefu¨hrt.
4.7 Aufarbeitung der Itaconsa¨ure
Das aufzureinigende Produkt Itaconsa¨ure liegt am Ende der Fermentation in einer wa¨ssri-
gen Mischung zusammen mit nicht umgesetztem Substrat, Nebenprodukten und Pilzmyzel
vor. Die O¨konomie des Produktionsprozesses ha¨ngt wesentlich von der Entwicklung einer
kostengu¨nstigen und eﬃzienten Aufarbeitungsmethode und -strategie ab. Daher wird die
Produktaufarbeitung der IA mit verschiedenen Methoden untersucht. Die Aufarbeitung
erfolgt vergleichend mit der Elektrodialyse, der Flu¨ssig/Flu¨ssig-Extraktion sowie der Kri-
stallisation.
4.7.1 Elektrodialyse
Die Trennleistung der Elektrodialyse wurde ausgehend von Modelllo¨sungen, Reinstwasser
mit Glucose und IA, in realen Kulturbru¨hen untersucht. Um bei der spannungskonstanten
Betriebsweise die Grenzstromdichte dieser Elektrodialyseanlage nicht zu u¨berschreiten
wurde sie im Folgenden bestimmt.
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Abbildung 4.55: Bestimmung der Grenzstromdichte der Elektrodialyse Einheit PC Cell ED 1
mit einer Membranﬂa¨che von 58 cm2
4.7.1.1 Bestimmung der Grenzstromdichte
Fu¨r die Elektrodialyse Einheit PC Cell ED 1 wurde die Grenzstromdichte fu¨r die vorhan-
dene aktive Membranﬂa¨che von 58 cm2 bestimmt (Abbildung 4.55). Die Grenzstromdichte
ilim la¨sst sich graﬁsch ermitteln und wird bei der verwendeten ED bei 0,7 A
−1, bzw. einer
Stromsta¨rke von 1,43 A erreicht. Damit betra¨gt die Grenzstromdichte (Gleichung 2.4,
Seite 21) ilim 0,0245 A/cm
2. Die Grenzstromspannung bei einer Betriebsweise unter kon-
stanter Spannung betra¨gt bei 1,43 A 16,9 V.
Alle weiteren Versuche werden bei einer konstanten Spannung von 15 V durchgefu¨hrt, um
sicher zu gehen, dass weder Elektroosmose einsetzt noch die Membranen zersto¨rt werden.
Bei einer Betriebsspannung von 15 V liegt pro Membran eine Spannung von 1,36 V an,
was in dem Bereich von 1-1,5 V pro Membran liegt (Strathmann and Chmiel, 1984).
4.7.1.2 Elektrodialyse der Modelllo¨sungen
Die Modelllo¨sungen bestehen aus unterschiedlichen Massenverha¨ltnissen des Substrats
Glucose zu dem Produkt Itaconsa¨ure um den Einﬂuss der Produktkonzentration auf die
Trennleistung zu untersuchen.
Wa¨hrend des Elektrodialyse-Prozesses fa¨llt die IA-Konzentration im Diluat stetig ab
und nimmt im Konzentrat zu (Abbildung 4.56). Da zu Beginn bzw. am Ende des ED-
Prozesses die IA-Konzentration auf der Diluatseite bzw. auf der Konzentratseite sehr hoch
ist, wird die Diﬀusion von IA-Moleku¨len entlang des Konzentrationsgradienten induziert.
Der Eﬀekt tra¨gt dazu bei, dass die vollsta¨ndige Anreicherung von IA im Konzentrat nicht
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Abbildung 4.56: Elektrodialyse mit Modelllo¨sungen, bestehend aus Glucose und Itaconsa¨ure; 1l
Diluat, 1l Konzentrat, 15V; Konzentrationsverlauf Itaconsa¨ure im Diluat (geschlossene Symbole)
und im Konzentrat (oﬀene Symbole); Widerstandsverla¨ufe
erfolgen kann. Weiterhin treten Verluste von Itaconsa¨ure aufgrund der Verdu¨nnung im
System (Schla¨uche) und durch in den Membranen verbleibende Restmoleku¨le auf.
Der Widerstand im System weist zu Beginn und gegen Ende des ED-Prozesses die ho¨chsten
Werte auf. Zu diesen Zeitpunkten ist die Flu¨ssigkeit in den Grenzschichten auf einer
Seite der Membran arm an ionischen Ladungstra¨gern (IA) fu¨r den Stromtransport. Die
Leitfa¨higkeit der betreﬀenden Flu¨ssigkeit fa¨llt stark ab, somit steigt der Widerstand der
im betreﬀenden Kompartiment enthaltenen Flu¨ssigkeit. Stagniert die Leitfa¨higkeit im Di-
luat bzw. steigt der Widerstand des Systems stark an, ist der Hauptteil des Produktes
(IA-Moleku¨le) u¨bergegangen und der ED-Prozess kann beendet werden (Moresi and Sap-
pino, 2000) (Rapp, 1995). Bei spannungskonstanter Betriebsweise nimmt die Dauer des
ED-Prozesses mit steigender Konzentration an IA in der Vorlage zu. Ab 70 g/l Itaconsa¨ure
werden ca. 3 h beno¨tigt.
Die Versuche haben gezeigt, dass eine Trennung des Produktes IA von ungeladenen Kom-
ponenten, z.B. dem Substrat Glucose mo¨glich ist. Die Konzentration von Glucose bleibt
im Diluatkreislauf konstant. Das neutrale Moleku¨l wird vom elektrischen Feld nicht be-
einﬂusst.
Zur Bewertung der Trennleistung wurden die Kennzahlen der ED fu¨r die Itaconsa¨ure er-
mittelt (Kapitel 2.3.1.3, Seite 22) und in der Tabelle 4.3 zusammengefasst.
Die Elektrodialyse Zeit sowie der Energiebedarf (Tabelle 4.3) nimmt mit steigender IA-
Konzentration zu. Je la¨nger der ED-Trennprozess dauert, desto ho¨her ist der Energiever-
brauch der Anlage, das Spannungspotenzial muss aufrecht erhalten werden. Die speziﬁ-
sche Energie, pro u¨bergegangenes Kilogramm IA, sinkt hingegen aufgrund der ho¨heren
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Tabelle 4.3: Kennzahlen der Elektrodialyse mit Modelllo¨sungen bestehend aus Glucose und IA,
bei 15 V (konstant)
Modelllo¨sungen 1 l
Parameter 1:3 1:5 1:7 1:9
Zeitdauer [h] 1,83 2,5 3 2,83
cIA,Beginn Diluat [g/l] 26,7 45,3 57,3 79,4
cIA,Ende Diluat [g/l] 2,9 3,1 1,4 6,7
Δc Diluat [mol/l] 0,18 0,32 0,43 0,56
RZA [mmol/(lh)] 99,8 130 143,3 196,9
Energie [Wh] 24,9 39,8 55,8 67,4
Spez. Energie e [kWh/kg] 1,05 0,94 0,99 0,93
Konversionsgrad 0,89 0,93 0,97 0,91
ionischen Fracht, die fu¨r den U¨bergang zur Verfu¨gung steht. Das Verha¨ltnis von Trennpo-
tenzial und transportierter Stoﬀmenge an IA na¨hert sich an. Der Konversionsgrad als Maß
fu¨r den U¨bergang der Itaconsa¨ure betra¨gt bei allen Versuchen ca. 0,9. Bei dem Einsatz
von ho¨heren IA-Konzentrationen ko¨nnen bei steigendem Energie- und Zeitverbrauch glei-
che Konversionsgrade fu¨r den U¨bergang von Itaconsa¨ure vom Diluat in das Konzentrat
erzielt werden.
4.7.1.3 Elektrodialyse des Kulturu¨berstandes
Bei der Elektrodialyse realer Kulturbru¨hen wurde nach einer Fermentation mit dem Stan-
dardmedium die Biomasse abzentrifugiert, so dass der Kulturu¨berstand das Produkt (IA),
das nicht umgesetzte Substrat (Glucose) und weitere Nebenprodukte und Bestandteile
(Ionen) des Mediums enthielt.
• Einﬂuss von Nebenprodukten (Kulturu¨berstand)
Am Kultivierungsende werden IA-Konzentrationen von ca. 90 g/l erreicht, so dass
dieser Versuch mit der realen Fermentationsbru¨he mit der Modelllo¨sung 1:9 (10 g
Glucose + 90 g IA pro Liter) vergleichbar ist.
Im Diluatkreislauf des Kulturu¨berstandes (KU¨B) (Abbildung 4.57) verbleibt eine
ho¨here IA-Restkonzentration als bei der vergleichbaren Modelllo¨sung. Dementspre-
chend ist die Anreicherung von IA im Konzentratkreislauf etwas geringer. Der Wi-
derstand fa¨llt bei der Elektrodialyse mit KU¨B nach Beginn der Elektrodialyse stark
auf einen minimalen Wert ab und steigt anschließend kontinuierlich an. Im Kul-
turu¨berstand sind unterschiedliche ionische Bestandteile aus dem Medium stam-
mend sowie Stoﬀwechselprodukte (z.B. organische Sa¨uren) vorhanden. Der Durch-
tritt eines Ions durch eine Membran ist neben der Ionenmobilita¨t auch vom a¨ußeren
Feld, sowie von der Gro¨ße und der Ladung des Moleku¨ls abha¨ngig (Atkins, 1984).
Daher wird der Stromtransport zuna¨chst durch kleine Ionen (z.B. Chloridion) u¨ber-
nommen, was den schnellen Abfall des Widerstandes bedingt.
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Abbildung 4.57: Elektrodialyse eines biomassefreien Kulturu¨berstandes im Vergleich zu einer
Modelllo¨sung, bestehend aus Glucose und IA; 1 l Diluat, 1 l Konzentrat, 15 V, Konzentrati-
onsverlauf von Diluat (geschlossene Symbole) und Konzentrat (oﬀene Symbole), Widerstands-
verla¨ufe
• Aufkonzentrierung von Itaconsa¨ure
Die Variation von Diluat- zu Konzentratvolumen in dem Verha¨ltnis 2:1 ergibt die
Mo¨glichkeit der Aufkonzentrierung von Itaconsa¨ure. Es wurde von dem Diluatvolu-
men (0,8 l) in das halbe Flu¨ssigkeitsvolumen des Konzentrats (0,4 l) aufkonzentriert
(Abbildung 4.58).
Von der IA-Anfangskonzentration im Diluat (ca. 60 g/l) wurde eine Aufkonzentrie-
rung im Konzentrat um 25 % auf 80 g/l Itaconsa¨ure erreicht. Im Diluat verbleiben ca.
10 g/l Itaconsa¨ure. Die Vorlage der halben Flu¨ssigkeitsmenge im Konzentratkreis-
lauf hat zu Folge, dass sich wa¨hrend des ED-Prozesses der Konzentrationsgradient
zwischen Konzentrat und Diluat im Vergleich zu den anderen Versuchen versta¨rkt.
Der Transport von IA in das Konzentrat wird zusa¨tzlich erschwert, es tritt der Ef-
fekt der Ru¨ckdiﬀusion auf.
Bei diesem Versuch wurde die Volumena¨nderung des Diluates gravimetrisch ermit-
telt. Das Diluatvolumen nimmt stetig ab. Der Transport von elektrisch geladenen
Komponenten u¨ber die Ionenaustauschermembranen induziert einen gleichgerichte-
ten Fluss von Wassermoleku¨len, da die Hydrathu¨llen der Ionen mitbewegt werden
(Elektroosmose). Gleichzeitig kommt es aufgrund der ansteigenden IA-Konzentration
im Konzentratkreislauf zu einer U¨berlagerung dieses Eﬀektes durch Osmose von
Wassermoleku¨len (Ling et al., 2002). Der Wassertransport u¨ber die Membranen
ist proportional zur Stromdichte, aber bei spannungskonstanter Betriebsweise tre-
ten Schwankungen in der Stromdichte auf, weshalb die Kurve nicht linear verla¨uft.
Insgesamt betrachtet verringert sich mit der transportierten ionischen Fracht vom
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Abbildung 4.58: Elektrodialyse eines biomassefreien Kulturu¨berstandes zur Aufkonzentrierung
der IA im Konzentrat, 0,8 l Diluat, 0,4 l Konzentrat, 15 V
Diluat ins Konzentrat auch der Wassertransport.
Verglichen mit der Modelllo¨sung ergeben sich folgende Kennzahlen fu¨r diesen Elektro-
dialyse-Prozesse mit unterschiedlichen Diluat- und Konzentratvolumen (Tabelle 4.4).
Tabelle 4.4: Kennzahlen aller Elektrodialyse Versuche mit Kulturu¨berstand, bei 15 V (konstant)
Parameter KU¨B 1 l KU¨BAUFK 1:9
Zeitdauer [h] 2,67 1,83 2,83
cIA,Beginn Diluat [g/l] 76,7 62,1 79,4
cIA,Ende Diluat [g/l] 14,5 13,9 6,7
Δc Diluat [mol/l] 0,48 0,37 0,56
RZA [mmol/(lh)] 179,4 202 196,9
Energie [Wh] 75,4 56,6 67,4
Spez. Energie e [kWh/kg] 1,2 1,2 0,93
Konversionsgrad 0,81 0,78 0,91
Bei dem Einsatz eines Diluatvolumens von einem Liter ist der Konversionsgrad
(KVG) bei dem realen KU¨B (0,81) wesentlich geringer als bei den vergleichbaren
Versuchen mit Modelllo¨sungen (0,9). Durch den Transport der gesamt vorliegenden
Ionenfracht einschließlich Itaconsa¨ure verringert sich der KVG gegenu¨ber IA. Im
Vergleich von dem Versuch KU¨B 1 l und der Modelllo¨sung mit dem Glucose/IA-
Verha¨ltnis von 1:9 ist eine wesentlich geringere RZA (179,4 mmol/(lh)) als bei der
Modelllo¨sung (196,9 mmol/(lh)) ermittelt worden. Es ist wa¨hrend der gleichen ED-
Zeitdauer weniger Itaconsa¨ure bei dem Einsatz von KU¨B in das Konzentrat u¨berge-
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gangen. Bei der Elektrodialyse mit Kulturu¨berstand stehen alle ionischen Kompo-
nenten gleichzeitig in Konkurrenz zur Itaconsa¨ure um den Transportvorgang in das
Konzentrat. Fu¨r den Versuch zur Aufkonzentrierung (KU¨BAUFK) von IA wurden
0,8 l Kulturu¨berstand als Diluat und die halbe Flu¨ssigkeitsmenge (0,4 l) Wasser
als Konzentrat vorgelegt. Dabei wurde ein KVG von ca. 0,8 erreicht. Die speziﬁsch
beno¨tigte Energie betra¨gt fu¨r die Aufkonzentrierung 1,2 kWh/kg IA.
• Qualitative Bewertung der Elektrodialyse
Mittels Auswertung von Chromatogrammen des UV-Detektors (Wellenla¨nge: 210 nm)
des HPLC-Systems kann die Bewertung eines ED-Prozesses in Bezug auf die Qua-
lita¨t erfolgen. Die auf der Grundlage dieser Analytik detektierten Nebenprodukte
werden betrachtet. In der Abbildung 4.59 sind die entsprechenden Chromatogram-
me einer Nullprobe, einer Endprobe aus dem Diluat und Konzentrat eines Versuches
mit Kulturu¨berstand zusammengestellt.
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Abbildung 4.59: Chromatogramme einer Elektrodialyse im Vergleich; Null- und Endprobe des
Diluates sowie die Endprobe des Konzentrates; UV-Detektor; Sa¨ule: Fermentation Monitoring
BioRad; 0,8 ml/min, 25 °C; 5 mM H2SO4
In der Fermentationsbru¨he am Ende einer Kultivierung liegen Ionen vor, die aus
dem Medium stammen, sowie das Haupt-(IA) und sa¨mtliche Nebenprodukte des
vom Mikroorganismus durchgefu¨hrten Biosyntheseweges. Bonnarme und Mitarbei-
ter haben Metabolite des Tricarbonsa¨urezyklus quantiﬁzieren ko¨nnen: Citrat, cis-
Aconitat, Oxalacetat, Fumarat, Succhinat, α-Ketoglutarat und Itaconsa¨ure (Bonn-
arme et al., 1995). Es kann somit angenommen werden, dass alle organischen Sa¨uren
in dissoziierter Form in Konkurrenz zur Itaconsa¨ure stehen um die Migration durch
die Ionenaustauschermembranen der Elektrodialyse. Es kann qualitativ festgestellt
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werden, dass in das Konzentrat außer dem Zielmoleku¨l Itaconsa¨ure (A; Retentions-
zeit: ca. 5 Minuten) auch andere Nebenprodukte in das Konzentrat u¨bergegangen
sind. Hierzu za¨hlen die vom Stoﬀwechsel außer IA produzierten organischen Sa¨uren
und geladene Komponenten (Ionen), die aus dem Medium stammen. Der U¨bergang
von Itaconsa¨ure ist aufgrund geringer Restmengen im Diluat unvollsta¨ndig erfolgt.
Der mit B markierte Bereich zeigt einen Doppelpeak. Nach einer Retentionszeit
von ca. 3,2 Minuten wurden Ketoglutarsa¨ure und Gluconsa¨ure in der Nullprobe als
Doppelpeak detektiert. In der Endprobe des Konzentrats ist Ketoglutarsa¨ure als ein-
zelner Peak erkennbar, das Plateau des Doppelpeaks taucht als einzelner kleinerer
Peak in der Endprobe des Diluates auf. Es kann somit angenommen werden, dass
Ketoglutarsa¨ure eine ho¨here Ionenmobilita¨t als Gluconsa¨ure besitzt, da im Kon-
zentrat die Peakho¨he dieser in der Nullprobe entspricht und daher diese Substanz
nahezu vollsta¨ndig in das Konzentrat u¨bergegangen ist. Im Gegensatz dazu ist der
entsprechende Peak fu¨r Gluconsa¨ure nur ca. halb so hoch wie in der Nullprobe, was
auf eine wesentlich la¨ngere U¨bergangsdauer hindeutet.
4.7.2 Flu¨ssig/Flu¨ssig-Extraktion
Der Erfolg der Reaktivextraktion von Itaconsa¨ure setzt sich aus drei Schritten zusammen:
1. Bildung eines Zwischenproduktes (Komplexes)
2. Solvatation des Komplexes in die organische Phase
3. Reextraktion der IA aus der organischen Phase
U¨ber verschiedene Versuchsansa¨tze wird das kombinierte Extraktionsmittelsystem be-
stehend aus den Lo¨sungsmitteln 1-Butanol, 1-Octanol und Decanol sowie der Reaktivkom-
ponente Trioctylamin durch Variation der Verha¨ltnisse zueinander optimiert. Weiterhin
wird die Extraktionsdauer, die Temperatur, die Reextraktion sowie der Einsatz realer
Kulturbru¨hen mit und ohne Pilzmyzel untersucht. In wie fern der Pilz auf Spuren der
unterschiedlichen Lo¨sungsmittel reagiert ist weiterhin Gegenstand dieser Arbeit.
4.7.2.1 Optimierung des molaren Amin/Sa¨ure-Verha¨ltnisses sowie der Amin/-
Alkohol-Massenverha¨ltnisse
1. Optimierung des molaren Amin/Sa¨ure-Verha¨ltnisses
Die Optimierung der Wechselwirkungen zwischen Itaconsa¨ure und der Reaktivkom-
ponente (Trioctylamin) wurde unter konstanten TOA/Butanol Massenverha¨ltnisses
(0,2 g/g) durchgefu¨hrt (Abbildung 4.60).
Der Gesamterfolg der Extraktion nimmt mit steigendem Anteil der Reaktivkompo-
nente unter dem gegebenen Amin/Alkohol-Verha¨ltnis sehr stark zu. Ist die molare
Beladung von Trioctylamin zur Itaconsa¨ure gleich oder gro¨ßer als eins, liegt der
Extraktionserfolg (Konversionsgrad der Extraktion) bei u¨ber 98 %. Eine weitere
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Abbildung 4.60: Optimierung des Amin/Sa¨ure-Verha¨ltnisses bei konstantem Amin/1-Butanol-
Massenverha¨ltnis
Erho¨hung des Aminanteils bewirkt lediglich eine geringe Steigerung des Extrakti-
onserfolges. Das nach diesem Versuch ermittelte minimale Amin/Sa¨ure-Verha¨ltnis
betra¨gt 1,0. Unter diesen Bedingungen werden 98,39 % der eingesetzten Menge an
Itaconsa¨ure erfolgreich in die organische Phase extrahiert. Anhand der Ergebnis-
se von Tamada zur Komplexbildung wird festgestellt, dass die Reaktivkomponente
(TOA) mit Itaconsa¨ure-Moleku¨len (1,1)-Komplexe bildet (Tamada and King, 1990).
Ein IA-Moleku¨l geht somit mit einem TOA-Moleku¨l Wechselwirkungen ein und wird
gebunden. In Hinsicht auf die Umweltvertra¨glichkeit und Toxizita¨t der Substanzen,
insbesondere von Trioctylamin, ist der Anteil der Reaktivkomponente so gering wie
mo¨glich anzustreben.
2. Optimierung des Amin/Alkohol-Massenverha¨ltnisses
Diese Versuchsreihe soll die maximal erreichbare Synergie zwischen dem Komplex
und den Lo¨sungsmitteln 1-Butanol, 1-Octanol und Decanol bei konstanter Amin-
menge ermitteln. Der gebildete Amin/Sa¨ure-Komplex wird durch das Lo¨sungsmittel
solvatisiert. Das Verha¨ltnis zwischen den vorhandenen Komplexen und den Lo¨sungs-
mitteln bestimmt als zweiten Einﬂussfaktor den Gesamterfolg und damit den Kon-
versionsgrad der Extraktion (Abbildung 4.61).
Die Extraktion mit reinen Alkoholen zeigt, dass mit zunehmender Kettenla¨nge der
Alkohole die Extraktion schlechter verla¨uft. Mit reinem Decanol wird lediglich ein
Itaconsa¨ureu¨bergang von 30 % erreicht. Somit ist eine Reaktivkomponente no¨tig
um eine ausreichende Verteilung der Itaconsa¨ure in der Lo¨sungsmittelphase und
schließlich einen hohen Extraktionserfolg zu erreichen. Unabha¨ngig von der Ket-
tenla¨nge des Alkohols reicht ein Amin/Alkohol-Massenverha¨ltnis von 0,1 aus um
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Abbildung 4.61: Optimierung des Amin/Alkohol-Verha¨ltnisses bei konstantem Amin/Sa¨ure-
Molverha¨ltnis
u¨ber 92 % der Itaconsa¨ure von der wa¨ssrigen in die organische Phase zu u¨berfu¨hren.
Bei ho¨heren Verha¨ltnissen liegt der Extraktionserfolg relativ konstant bei ca. 95 %
und bei 1-Butanol bei 98 %. Der Verteilungskoeﬃzient der IA steigt mit zunehmen-
dem Amin/Alkohol-Massenverha¨ltnis an. Im Hinblick auf die Umweltvertra¨glichkeit
der Reaktivkomponente und des gleichbleibenden Extraktionserfolgs wird fu¨r die
Folgeversuche ein konstantes Amin/Alkohol-Massenverha¨ltnis von 0,2 gewa¨hlt.
4.7.2.2 Optimierung der Temperatur und der Extraktionsdauer
Die Dauer der Phasendurchmischung / Extraktionsdauer liefert einen Beitrag zur Eﬃzienz
der Extraktion. Eine sehr kurze Mischzeit von ca. fu¨nf Sekunden reicht scheinbar nicht fu¨r
einen ausreichenden Kontakt der Phasen um einen U¨bergang der Itaconsa¨ure herzustellen
(Abbildung 4.62). Eine Verla¨ngerung der Durchmischung auf zwei Minuten zeigt hingegen
einen hinreichend hohen Extraktionserfolg, der durch la¨ngere Mischzeiten (20 Minuten)
nicht weiter erho¨ht wird.
Der Extraktionserfolg ist im Bereich von 25 bis 40 °C weitestgehend Temperatur un-
abha¨ngig. Die Extraktionstemperatur kann daher in diesem Bereich niedrig gewa¨hlt wer-
den.
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Abbildung 4.62: Reaktivextraktion mit TOA/1-Octanol (0,2 g/g), Variation der Parameter: Ex-
traktionsdauer bei 40 °C; Temperatur bei 2 Minuten, νM(Amin/Sa¨ure) = 1, Vwa¨ssrig = Vorganisch,
Modelllo¨sung mit 61,25 g/l Itaconsa¨ure und 19 g/l Glucose
4.7.2.3 Einsatz des Extraktionssytemes bei realen Fermentationsbru¨hen
Die Extraktionsparameter wurden anhand von Modelllo¨sungen optimiert, die lediglich Ita-
consa¨ure und Glucose enthielten. Die Einsetzbarkeit dieser Aufarbeitungsmethode wurde
anschließend mittels realer Kulturbru¨hen getestet. Zum Einen wurde das Extraktionssy-
stem TOA/1-Butanol an realen Kulturu¨bersta¨nden mit und ohne Biomasse untersucht
und zum Anderen das optimierte TOA/1-Octanol System (Tabelle 4.5).
Tabelle 4.5: Extraktion (TOA/1-Butanol und TOA/1-Octanol) von Itaconsa¨ure aus biomasse-
freiem Kulturu¨berstand KU¨B sowie aus Kulturbru¨he mit Biomasse im Vergleich zu Modelllo¨sun-
gen; νM(Amin/Sa¨ure) = 1, Vwa¨ssrig = Vorganisch
Zeit
[min]
T
[°C]
νm(Amin/Alkohol) Extraktionserfolg
[%]
KU¨B 20 40 TOA/Butanol 0,2 88,21
Kulturbru¨he mit
Biomasse
20 40 TOA/Butanol 0,2 94,14
Modelllo¨sung 20 40 TOA/Butanol 0,2 98,31
KU¨B 2 25 TOA/Octanol 0,2 85,25
Modelllo¨sung 2 25 TOA/Octanol 0,2 93,69
Bei Einsatz realer Kulturu¨bersta¨nde wird die IA mit dem TOA/1-Butanol Extrakti-
onssystem zu 88,21 % in die organische Phase extrahiert. Bei Vorlage von Kulturbru¨he
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Abbildung 4.63: HPLC-Chromatogramm (UV-Detektor) einer Fermentationsbru¨he vor und
nach der Reaktivextraktion,TOA/1-Octanol 0,2 g/g, νM(Amin/Sa¨ure) = 1, Vwa¨ssrig = Vorganisch
2 Minuten Durchmischungsdauer, 25 °C
mit Biomasse direkt aus dem Fermenter betra¨gt der Extraktionserfolg ca. 94 %. Somit
wird ca. 6 % mehr Itaconsa¨ure extrahiert, wenn die Biomasse vor der Extraktion nicht
von der Kulturbru¨he abgetrennt wird. Im Vergleich zu den erreichten Extraktionserfol-
gen bei den Modellversuchen ergibt sich insgesamt betrachtet folgende Reihenfolge: Der
geringste Extraktionserfolg ergibt sich beim Einsatz von Kulturu¨berstand mit 88 %, bei
der Kulturbru¨he mit Biomasse konnten ca. 94 % erreicht werden und 98 % Itaconsa¨ure
wurden aus den Modelllo¨sungen extrahiert.
Die U¨bertragung der optimierten Reaktivextraktion mit TOA/1-Octanol auf eine zellfreie
Fermentationsbru¨he erbrachte mit ca. 85 % ebenfalls einen deutlich herabgesetzten Ex-
traktionserfolg.
Bei der Extraktion wird keine vollsta¨ndige Abtrennung der Itaconsa¨ure erreicht (Abbil-
dung 4.63). In der Kulturbru¨he sind neben Itaconsa¨ure die Metabolite vorhanden, die
auf den von A. terreus durchgefu¨hrten Stoﬀwechselwegen entstehen. Darunter sind die im
Tricarbonsa¨urezyklus gebildeten organischen Sa¨uren (Abbildung 2.3, Seite 8). Bei dem Ex-
traktionsprozess treten Wechselwirkungen von Trioctylamin zu allen Verbindungen auf,
die Carboxylgruppen tragen und es kann zur Bildung von verschiedensten Komplexen
kommen (Hirth et al., 2002). Oﬀensichtlich bindet Trioctylamin unter diesen Bedingun-
gen bevorzugt Itaconsa¨ure-Moleku¨le. Allerdings wird der Konversionsgrad bezogen auf
Itaconsa¨ure gemindert durch die konkurrierenden organischen Sa¨uren, die ebenfalls ex-
trahiert werden ko¨nnen.
In weiteren Versuchen muss gekla¨rt werden, ob die Abtrennung der Biomasse vor der
Extraktion u¨berhaupt erforderlich ist. Der Konversionsgrad bei Verwendung von Kul-
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turbru¨he ist ho¨her als bei biomassefreiem Kulturu¨berstand. Ursache kann sein, dass die
Biomasse durch die aufgebrachten Scherkra¨fte des Ru¨hrers zerrissen und in der Lo¨sung
als feste Teilchen suspendiert wird. Es vergro¨ßert sich die Stoﬀaustauschﬂa¨che zwischen
der organischen und wa¨ssrigen Phase. Beim Zerbersten der Hyphen-Zellen wird wahr-
scheinlich auch intrazellula¨r im Cytoplasma lokalisierte Itaconsa¨ure frei, die somit bei der
Extraktion zur Verfu¨gung steht.
Bei allen Versuchen ist beobachtet worden, dass die Phasenkoaleszenz im Scheidetrich-
ter sehr lange dauert. Da insbesondere Hydroxycarbonsa¨uren zur Emulsionsbildung nei-
gen, kann eine Beeinﬂussung der Phasenseparation durch Maßnahmen wie Temperatur-
erho¨hung oder Zugabe von Elektrolytzusa¨tzen erforderlich sein (Hirth et al., 2002).
4.7.2.4 Untersuchung der Reextraktion
Nach der Extraktion beﬁndet sich die Itaconsa¨ure in der organischen Phase. Eine Abtren-
nung der organischen Sa¨ure auf destillativem Weg wa¨re aufgrund des hohen Siedepunkts
von TOA (366 °C) nur durch kostenintensive Hochvakuumrektivikation mo¨glich (Hirth,
2003). Daher wird untersucht, in wie fern die Sa¨ure durch Ru¨ckextraktion in eine konzen-
trierte wa¨ssrige Phase mo¨glich ist.
Der Siedepunkt des Lo¨sungsmittels 1-Octanol liegt bei 194 °C. In dieser Versuchsreihe wird
der von Jung empfohlene Eindampfungsschritt nicht durchgefu¨hrt (Jung et al., 2000). Die
gesamte organische Phase der Reaktivextraktion wird mit dem gleichen Volumen einer
wa¨ssrigen, stark basischen Ammoniaklo¨sung (∼ pH 10) in Kontakt gebracht. Das Re-
extraktionsverhalten der Itaconsa¨ure in diese wa¨ssrige Phase wird bei unterschiedlichen
Ammoniakkonzentrationen und Temperaturen untersucht (Abbildung 4.64).
Die Reextraktion der Itaconsa¨ure mit wa¨ssriger Ammoniaklo¨sung aus dem Extrak-
tionsmittel TOA/1-Octanol erzielte im Bereich von 25-65 °C bei 30 g/l Ammoniak in
der wa¨ssrigen Phase einen maximalen Reextraktionserfolg von 65,3 % . Die Ammoni-
akkonzentration sollte mindestens 20 g/l betragen, um u¨ber 60 % der Itaconsa¨ure aus
der organischen Phase zuru¨ck zu gewinnen. Konzentrationen u¨ber 30 g/l bringen keine
Verbesserung des Extraktionserfolges. Die Mischungsdauer der Reextraktion betrug 20
Minuten. Eine Verla¨ngerung auf 60 Minuten zeigte keine Vera¨nderung im Extraktionser-
gebnis.
In der Literatur werden weitere Mo¨glichkeiten der Ru¨ckgewinnung ohne vorherige Ab-
trennung des Lo¨sungsmittels vorgeschlagen. Puttemanns untersuchte die Ru¨ckextraktion
organischer Sa¨uren aus TOA-Komplexen mittels Austauschreaktion durch Perchlorat-
Ionen (Puttemans et al., 1984b). Die Verwendung eines niedermolekularen, ﬂu¨chtigen
tertia¨ren Amins (Trimethylamin (TMA)) anstelle von Ammoniak erzielte hervorragende
Ergebnisse bei der Ru¨ckextraktion von Milch-, Succinat- und Fumarsa¨ure aus einer or-
ganischen Extraktphase. Zur Extraktion wurde eine Gemisch aus Alamin 336 (tertia¨res
Amin, C8-C10) und Methyl-Isobutyl-keton im Massenverha¨ltnis 1,32 g/g verwendet. Acht
Teile dieser, mit Sa¨ure beladenen organischen Phase wurden mit 3 Teilen der wa¨ssrigen
TMA-Lo¨sung bei 25 °C in Kontakt gebracht. Bei einem TMA/Sa¨ure-Molverha¨ltnis von
2 g/g konnten 100 % der Sa¨ure aus der organischen Phase ru¨ckextrahiert werden (Poole
and King, 1991). Eine Reextraktion der Itaconsa¨ure mittels TMA mu¨sste vergleichend
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Abbildung 4.64: Ru¨ckextraktion mit wa¨ssriger Ammoniaklo¨sung, Variation der Parameter Am-
moniakkonzentration und Temperatur; 20 Minuten, Vwa¨ssrig = Vorganisch, Extraktphasen aus
Reaktivextraktionen der Modelllo¨sung mit 61,25 g/l Itaconsa¨ure und 19 g/l Glucose
zum Ammoniak untersucht werden.
In einem ersten Versuch wurde das Lo¨sungsmittel vor der Reextraktion mittels Destil-
lation eingeengt. Das 1-Butanol wurde nicht vollsta¨ndig mit dem Rotationsverdampfer
abgezogen, um ein vorzeitiges Ausfallen der IA zu verhindern. Anschließend wurde ei-
ne Reextraktion mit Wasser durchgefu¨hrt (VorganischePhase = Vwa¨ssrigePhase). Es konnten
aber lediglich 0,8 g/l IA in der wa¨ssrigen Phase nachgewiesen werden. Durch eine weitere
Reextraktion mit Zusatz einer wa¨ssrigen Ammoniaklo¨sung (50 g/l Ammoniak) konnten
96 % der eingesetzten Itaconsa¨ure in der wa¨ssrigen Phase nachgewiesen werden.
4.7.2.5 Untersuchung der Vertra¨glichkeit des Extraktionsmittels
Bei dem Vorliegen einer Produkthemmung und einer Ansammlung inhibierender Sub-
stanzen wa¨hrend der Fermentation ist eine In-situ-Extraktion von Interesse. Bei dieser
Methode wird wa¨hrend der Fermentation das Extraktionsmittel direkt mit der Fermen-
tationsbru¨he in Kontakt gebracht und z.B. das Produkt aus dieser entfernt, woduch die
Konzentration des inhibiernden Stoﬀes in der Fermentationsbru¨he sinkt.
Fu¨r diese Abtrennung der Itaconsa¨ure und einer Ru¨ckfu¨hrung der extrahierten Fermen-
tationsbru¨he in den Reaktor wird die Vertra¨glichkeit der verschiedenen Lo¨sungsmittel auf
das Wachstum und die Itaconsa¨ure Produktion untersucht. Untersucht werden 1-Butanol
(Lo¨slichkeit in Wasser 77 g/kg bei 20 °C), 1-Octanol (Lo¨slichkeit in Wasser 0,3 g/kg bei
20 °C) und Decanol (Lo¨slichkeit in Wasser 0,037 g/kg bei 25 °C) (Abbildung 4.65).
Die Zugabe der Lo¨sungsmittel erfolgte nach der Wachstumsphase und wa¨hrend der Pro-
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Abbildung 4.65: IA-Produktionsverla¨ufe der Fermentation von A. terreus LU02b in 250 ml Er-
lenmeyerkolben (SK), Standardproduktionsmedium mit Zugabe verschiedener Konzentrationen
von 1-Butanol, 1-Octanol und Decanol; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm
duktionsphase. Nach der Zugabe von 1-Butanol, so dass die Endkonzentration in der
Kultur 10 g/l betrug, stoppt der Pilz sofort mit der IA-Produktion. Zu einem wirtschaft-
lich nicht vertretbaren Verlust an Lo¨sungsmittel wu¨rde somit hinzukommen, dass der Pilz
mit einer sofortigen Einstellung der Itaconsa¨ureproduktion auf die Pra¨senz von lediglich
1 % (w/w) Butanol im Medium reagiert, bei einer Wasserlo¨slichkeit von 7,7 % .
Bei der Zugabe von Octanol werden im Medium Konzentrationen von 0,03; 0,06 und
0,1 g/l erreicht. Die Referenzkultivierung hat nach ca. 3 Tagen 15 g/l und nach 5 Tagen
38 g/l IA produziert. Bis zum Zeitpunkt der Octanolzugabe, nach 3 Tagen, sind die Ent-
wicklung der Biomasse und die Itaconsa¨urebildung in diesen Versuchskolben vergleichbar
mit der Referenz. Octanolkonzentrationen bis 0,06 g/l scheinen keinen negativen Einﬂuss
auf die Produktivita¨t des Pilzes zu besitzen. Nach ca. 5 Tagen werden in den Kolben
ebenfalls zwischen 37 und 40 g/l IA gebildet. 0,1 g/l Octanol hingegen scheint deutlich
toxische Wirkung zu haben. Der Pilz stellt die Produktion der Itaconsa¨ure nach dieser
Octanolzugabe komplett ein. Die Lo¨slichkeit von Octanol betra¨gt aber 0,3 g/l bei 20 °C.
Dies bedeutet, dass die Ru¨ckfu¨hrung extrahierten Mediums in den Reaktor begrenzt wird
durch die Menge eingetragenen Octanols. Erreicht die Octanolkonzentration in der Fer-
mentationsbru¨he 0,1 g/l wird die IA-Produktion eingestellt.
Eine Konzentration von 0,0037 g/l Decanol wirkt sich nicht negativ auf die IA-Produktion
aus. Die Lo¨slichkeit von Decanol betra¨gt 0,037 g/l. In wie weit der Pilz durch ho¨here Deca-
nolkonzentrationen beeinﬂusst wird muss in einem gro¨ßeren Maßstab untersucht werden.
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4.7.3 Kristallisation
Mit Hilfe von Vorversuchen wird bewertet, ob Itaconsa¨ure durch Abku¨hlung zur Auskri-
stallisation gebracht und somit in fester Form von der Kulturbru¨he separiert werden kann.
Bei der Kristallisation wurden 2 Versuche im Doppelansatz durchgefu¨hrt, bei denen ab-
zentrifugierter Kulturu¨berstand bei zwei verschiedenen Temperaturen gelagert wurde. Ein
Doppelansatz (Versuch UK1 und UK4) wurde bei 4 °C gelagert, sowie Ansatz UK2 und
UK3 bei einer Temperatur von -20 °C fu¨r eine Zeitdauer von ca. 1-2 Wochen (Abbildung
4.66).
Abbildung 4.66: Kristallisation, Versuche UK1-UK4, Abbildungen der Feststoﬀe
Es wurden unterschiedliche Feststoﬀe an auskristallisierter Itaconsa¨ure erhalten. Der
erste Versuch zur Kristallisation (UK1, Schema der Kristallisation, Abbildung 3.10, Sei-
te 50) ergab sehr dunkle Kristalle mit bra¨unlicher Fa¨rbung. Bei dem Doppelansatz UK2
und UK3 sind jeweils weiße Pulver erhalten worden. Bei UK4 entstanden kugelartige
Formen bestehend aus hellen, nadelfo¨rmigen Kristallen. Eine Auswertung zur separier-
ten Itaconsa¨ure in Form von Kristallen oder Pulver erfolgte anhand der ermittelten Ita-
consa¨ure Konzentrationen (Abbildung 4.67) im ausgefallenen Kristall und dem Filtrat.
Die Diﬀerenz zur eingesetzten IA-Konzentration (Nullprobe) bestimmt den Verlust. Die
Itaconsa¨ure wurde bei den verschiedenen Kristallisationen in Kristall- oder Pulverform
quantitativ sehr unterschiedlich gebunden. Bei UK2 und UK3 (Sa¨ulen 2; 3) sind ca. 20 %
der gesamt eingesetzten Itaconsa¨ure im Kristall vorhanden, bei UK1 und UK4 (Sa¨ulen 1;
4) betra¨gt der Anteil ca. 50 % . Der Rest der Itaconsa¨ure verbleibt in der Flu¨ssigphase
(Filtrat). Die Lagerung des Kulturu¨berstandes bei unterschiedlich tiefen Temperaturen
bewirkt, dass Itaconsa¨ure in verschiedenen Arten von Feststoﬀen auskristallisieren kann,
es wird ein Kristall oder pulverartiger Feststoﬀ erhalten.
Die Methode der Kristallisation von Itaconsa¨ure bietet das Produkt nach Abku¨hlung
des Kulturu¨berstandes in Form eines Feststoﬀes. Die Parameter Abku¨hlungsvorgang,
Temperatur, Zeitdauer und erzielbare Reinheit des Kristallisats mu¨ssen optimiert wer-
den, damit durch verschiedene Abku¨hl- und Einengprozesse des Kulturu¨berstandes das
Produkt Itaconsa¨ure in einem hohen Reinheitsgrad erhalten werden kann.
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Abbildung 4.67: Kristallisation, Vergleich der Itaconsa¨urekonzentrationen im Feststoﬀ, Filtrat
und Verlust; Versuche UK1-4 (≡ Sa¨ule 1-4)
4.7.4 Diskussion: Einsatz der verschiedenen Aufarbeitungsme-
thoden
Die Aufarbeitung von Itaconsa¨ure ist mittels Elektrodialyse, Reaktivextraktion und Kri-
stallisation untersucht wurden. Das Produkt liegt am Ende der betrachteten Verfahren in
unterschiedlichen Formen, zum Beispiel als wa¨ssrige Lo¨sung oder Feststoﬀ vor.
Die Elektrodialyse zeigt hinsichtlich der hohen erreichten Konversionsgrade sowie der
Mo¨glichkeit, ungeladene Moleku¨le wie Glucose selektiv von geladenen Komponenten wie
Itaconsa¨ure trennen zu ko¨nnen Vorteile. Nebenprodukte wie organische Sa¨uren und so-
mit andere geladene Moleku¨le werden nicht selektiv von der Itaconsa¨ure getrennt. Diese
Methode kann zur Aufkonzentrierung von Itaconsa¨ure in eine wa¨ssrige Lo¨sung eingesetzt
werden. Allerdings ko¨nnen aufgrund der stark temperaturabha¨ngigen Lo¨slichkeit von Ita-
consa¨ure Probleme auftreten. Aufgrund von pH-Schwankungen kann es zu Ablagerungen
(Scaling) an bzw. in den Membranen kommen, was eine Zersto¨rung dieser zur Folge ha¨tte.
Die Prozessfu¨hrung bei der Elektrodialyse ist hingegen wenig aufwendig und kann im au-
tomatisierten Betrieb eingesetzt werden.
Unter Verwendung eines Gemisches aus Trioctylamin als Reaktivkomponente und 1-
Butanol, 1-Octanol oder Decanol als Lo¨sungsmittel ko¨nnen wa¨hrend nur zweiminu¨tiger
Mischzeit bei Raumtemperatur bis zu 95 % der Itaconsa¨ure aus der wa¨ssrigen Phase ex-
trahiert werden. Aus einer Kultivierungsbru¨he erfolgt die Extraktion aber nicht selektiv.
Die Nebenprodukte, andere organische Sa¨uren, werden ebenfalls extrahiert, so dass sich
der Extraktionserfolg fu¨r Itaconsa¨ure auf ca. 85 % reduziert. Vorteilhaft ist hingegen,
dass die Kulturbru¨he mit Biomasse direkt eingesetzt werden kann. Somit bietet sich die
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Reaktivextraktion als parallel- oder nachgeschalteter Verfahrensschritt zur Fermentation
an.
Die Itaconsa¨ure muss in einem zweiten Verfahrensschritt aus der organischen Phase in ei-
ne wa¨ssrige Phase Reextrahiert werden. Durch eine direkte Ru¨ckextraktion mittels einer
wa¨ssrigen Ammoniaklo¨sung (30 g/l Ammoniak) ko¨nnen temperatur- und zeitunabha¨ngig
lediglich ca. 65 % der Itaconsa¨ure aus der Extraktphase zuru¨ckgewonnen werden. Durch
vorherige Einengung des Octanols oder durch Austausch der Ammoniaklo¨sung durch eine
wa¨ssrige Lo¨sung eines ﬂu¨chtigen niedermolekularen tertia¨ren Amins ko¨nnten ho¨here Ex-
traktionserfolge bei der Ru¨ckextraktion der Itaconsa¨ure erzielt werden (Poole and King,
1991; Jung et al., 2000). Erste eigene Versuche zeigten, dass nach dem Einengen der organi-
schen Phase mit anschließender Ru¨ckextraktion mittels einer wa¨ssrigen Ammoniaklo¨sung
(50 g/l Ammoniak) 96 % der eingesetzten Itaconsa¨ure in der wa¨ssrigen Phase nachgewie-
sen werden konnten.
Eine detaillierte Betrachtung der Reextraktion muss in weiteren Arbeiten durchgefu¨hrt
werden.
Zur Zeit ist nicht bekannt aus welchem Grund keine ho¨heren Itaconsa¨ure Konzentratio-
nen als 90 g/l gebildet werden. Im Hinblick auf eine o¨konomische Itaconsa¨ureprodukti-
on ko¨nnte eine In-situ-Extraktion der gebildeten Itaconsa¨ure interessant sein, vorrausge-
setzt der Pilz produziert wa¨hrend eines Fermentationszyklus ho¨here absolute Mengen an
Itaconsa¨ure. Bei dieser Extraktion wu¨rde zellfreie Kulturbru¨he aus dem Fermenter der
Flu¨ssig/ﬂu¨ssig Extraktion zugefu¨hrt werden und das extrahierte Medium wu¨rde anschlie-
ßend in den Reaktor zuru¨ckgefu¨hrt werden. Diese Ru¨ckfu¨hrung wird allerdings begrenzt
durch die Menge an Lo¨sungsmittel welche in die wa¨ssrige Phase u¨bergeht und somit dem
Reaktorinhalt zugefu¨hrt wu¨rde. Butanol scheidet fu¨r diese Verfahrensweise aus, da die
Wasserlo¨slichkeit mit 77 g/l zu hoch ist. Zu dem unwirtschaftlichen Verlust von Lo¨sungs-
mittel kommt hinzu, dass der Pilz bereits bei Konzentrationen von 10 g/l Butanol die Ita-
consa¨ure Produktion vollsta¨ndig einstellt. Bei den la¨ngerkettigen Lo¨sungsmitteln nimmt
die Wasserlo¨slichkeit ab, aber das Extraktionsvermo¨gen bleibt nahezu konstant. Konzen-
trationen bis 0,06 g/l Octanol beintra¨chtigen den Pilz in der Itaconsa¨ure Produktion nicht.
Bei 0,1 g/l Octanol reagiert der Pilz jedoch mit einer Reduzierung der Produktivita¨t. Um
dennoch eine In-situ-Extraktion mit Medienru¨ckfu¨hrung zu verwirklichen, bedarf es daher
eines la¨ngerkettigen Lo¨sungsmittels oder die abgereicherte Fermentationsbru¨he muss be-
vor sie in den Reaktor zuru¨ck geleitet wird von dem Extraktionsmittel gereinigt werden.
Bei der kontinuierlichen Citronensa¨ureherstellung wurde dies mittels eines Aktivkohleﬁl-
ters verwirklicht (Wieczorek and Brauer, 1998).
Die in dieser Arbeit durchgefu¨hrten ersten Untersuchungen zur Reaktivextraktion zei-
gen, dass diese Methode prinzipiell zur Aufarbeitung von IA geeignet ist. Um aber eine
Aufarbeitungsmethode mittels Extraktion zu entwickeln bedarf es allerdings weiteren um-
fangreichen Untersuchungen.
Durch die Kristallisation wird das Produkt Itaconsa¨ure in fester kristalliner Form di-
rekt aus der Kulturbru¨he gewonnen. Einﬂu¨sse wie die Temperatur und die Durchfu¨hrung
des Abku¨hlungsprozesses bestimmen die Gestalt und die Reinheit des Feststoﬀes. Es be-
darf weitergehenden Studien um ein optimales Kristallisationverfahren, bestehend aus
verschiedenen Eineng- und Abku¨hlungsschritten, durchzufu¨hren um eine mo¨glichst hohe
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Qualita¨t an Itaconsa¨ure zu erhalten.
Weiterhin besteht die Mo¨glichkeit, die hier untersuchten Aufarbeitungsmethoden zu
kombinieren um einen hohen Konversionsgrad der Itaconsa¨ure sowie die geforderte Rein-
heit zu erhalten.
Kapitel 5
Zusammenfassung und Ausblick
Wa¨hrend dieser Arbeit konnten diverse Arbeiten, wie die Handhabung des Pilzes wa¨hrend
der Kultivierung, die Optimierung des Phosphatgehaltes, Untersuchungen zur Sauerstoﬀ-
versorgung, der Einﬂuss verschiedener Medienkomponenten sowie die detaillierte Betrach-
tungen der Nebenproduktbildung erheblich zum Versta¨ndnis und vor allem zur Eﬃzienz-
steigerung der fermentativen Itaconsa¨ureherstellung mittels Aspergillus terreus beitragen.
Es wurden Kultivierungsbedingungen geschaﬀen, unter denen die Itaconsa¨ureherstel-
lung reproduzierbar ist. Ausgehend von einer Prozessoptimierung mit dem Pilz Aspergillus
terreus LU02b im 1 l Maßstab (83 g/l nach 8 Tagen, Pmax = 1,29 g/(lh), molare Ausbeute
von 80 mol%), fand eine erfolgreiche Maßstabsvergro¨ßerung zu 10 l statt. Nach 4 Tagen
Kultivierung und einer bis dahin erreichten Konzentration von ca. 60 g/l Itaconsa¨ure
sinkt aus bisher ungekla¨rten Gru¨nden die Produktivita¨t. Innerhalb von 7 Tagen werden
insgesamt 86,2 g/l Itaconsa¨ure gebildet, mit einer Ausbeute von 86 mol%.
Die Itaconsa¨ureendkonzentration konnte auf ca. 90 g/l IA gesteigert werden, bei einer
gleichzeitigen Verku¨rzung der Kultivierungsdauer auf 7 Tagen. Verschiedene Sachverhal-
te, wie z.B. die Produktivita¨tsabnahme nach 2,5 und 4 Tagen, das Anha¨ufen der cis- und
trans-Aconitsa¨ure, keine ho¨heren Itaconsa¨urekonzentrationen als 90 g/l konnten innerhalb
dieser Forschungsarbeit nicht gekla¨rt werden.
Zur Aufkla¨rung der Produktivita¨tseinbußen nach 4 Tagen wa¨re eine weitergehende Stu-
die zur Wirkung verschiedener Eisengehalte und Cysteinkonzentrationen no¨tig. Durch
Zellaufschluss ko¨nnten die tatsa¨chlich vorliegenden Konzentrationen von cis- und trans-
Aconitsa¨ure sowie die der Spurenelemente bestimmt werden. Zur Verku¨rzung der Wachs-
tumsphase, bzw. der Zeit bis zum Produktionsbeginn, ko¨nnten ho¨here pH-Werte und
niedrigere Gelo¨stsauerstoﬀpartialdru¨cke wa¨hrend der Wachstumsphase sowie eine Opti-
mierung der Sporenanfangskonzentration beitragen.
Die Itaconsa¨ureherstellung ist unter den beschriebenen Bedingungen reproduzierbar und
kontrolliert durchfu¨hrbar. Durch die verschiedensten Variationen der Medienbestandtei-
le und physikalischen Parametern, wie Temperatur und Sauerstoﬀeinﬂuss, konnten keine
Endkonzentrationen u¨ber 90 g/l Itaconsa¨ure erreicht werden. Mit einem Screening nach
neuen Itaconsa¨ureproduzenten und Mutation, bzw. Adaptation an hohe Itaconsa¨urekon-
zentrationen ko¨nnten unter den in dieser Arbeit erreichten, standardisierten Kultivie-
rungsbedingungen leistungsfa¨higere Mikroorganismen gefunden werden.
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Unter Verwendung von Neben-bzw. Abfallprodukten konnte keine bessere Itaconsa¨ure-
produktion erreicht werden als mit Glucose und Saccharose. Der Pilz kann Xylose und
Glycerin als Kohlenstoﬀquelle nutzen. Der Pilz reagiert stark auf Verunreinigungen und
Verschiebungen bestimmter Na¨hrstoﬀverha¨ltnisse, daher ist eine Analyse der Neben-bzw.
Abfallprodukte, z.B. von Rohglycerinen, mit eventuell anschließender Aufreinigung not-
wendig um geringe Ausbeuten zu vermeiden.
Die ersten Produkt-Extraktionsexperimente dieser Arbeit liefern Ergebnisse u¨ber das
kombinierte Extraktionsmittelsystem 1-Butanol, 1-Octanol und Decanol als Lo¨sungsmit-
tel und der Reaktivkomponente Trioctylamin. Es konnten bis zu 95 % der Itaconsa¨ure aus
der wa¨ssrigen Phase einer Modelllo¨sung extrahiert werden. Aus einer Kultivierungsbru¨he
erfolgt die Extraktion nicht selektiv. Die Nebenprodukte, andere organische Sa¨uren, wer-
den ebenfalls extrahiert, so dass sich der Extraktionserfolg fu¨r Itaconsa¨ure auf ca. 85 %
reduziert. Vorteilhaft ist, dass die Kulturbru¨he mit Biomasse direkt eingesetzt werden
kann. Somit bietet sich die Reaktivextraktion als parallel- oder nachgeschalteter Verfah-
rensschritt zur Fermentation an.
Bei Vorliegen einer Produkthemmung und/oder sich wa¨hrend der Fermentation ansam-
melnder Hemmstoﬀe ist der Einsatz eines In-situ-Extraktionsverfahren sinnvoll. Eine In-
situ-Extraktion mit Butanol scheidet aufgrund der hohen Wasserlo¨slichkeit und der Un-
vertra¨glichkeit im Bezug auf die Itaconsa¨ureproduktion der gelo¨sten Butanolmengen in
der wa¨ssrigen Phase aus. Bei einer Octanolkonzentration in der Fermentationsbru¨he von
0,1 g/l wird die Itaconsa¨ure Produktion eingestellt. Die Wasserlo¨slichkeit von Octanol
betra¨gt bei 20 °C allerdings 0,3 g/l.
Diese ersten Untersuchungen zeigen, dass auf diesem Gebiet, sowohl in der Reaktivextrak-
tion als auch in der Reextraktion, weitere, sehr umfangreiche Untersuchungen notwendig
sind. Es muss nach neuen geeigneten Lo¨sungsmitteln zur IA-Extraktion gesucht werden,
die eine geringe Wasserlo¨slichkeit zeigen und nicht toxisch auf die Zelle wirken. Weiterhin
muss eine eﬀektive Methode zur Reextraktion entwickelt werden.
Anhang A
Analysenwerte der Neben- bzw.
Abfallprodukte
A.1 Analysenwerte des Kartoﬀelrestfruchtwasser- Kon-
zentrates (Fa. Su¨dzucker AG)
Tabelle A.1: Produktdatenblatt Kartoﬀelrestfruchtwasser- Konzentrat 24.121 (KRFW); erstellt:
28.08.2002; Analysenwerte/Na¨hrstoﬀgehalt
Trockensubstanz 600,0 g
Eiweißgehalt 180,0 g
Gesamt-Stickstoﬀ (N) 33,1 g
Nitrat-Stickstoﬀ (NO3-N) 1,0 g
Ammonium-Stickstoﬀ (NH4-N) 5,5 g
Organischer Stickstoﬀ (N org.) 28,4 g
Phosphor (P2O5) 13,2 g
Kalium (K2O) 84,1 g
Kalk (CaO) 2,0 g
Magnesium (MgO) 6,6 g
Natrium (Na2O) 3,4 g
Die angegebenen Werte sind Durchschnittswerte und unterliegen natu¨rlichen, rohstoﬀ-
bedingten Schwankungen. Alle Angaben erfolgen in Gramm je 1 kg Produkt (Durchschnitt
von 3 Kampagnen).
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A.2 Analysenwerte des Maisquellwasser (Fa. Su¨dzucker
AG)
Tabelle A.2: Analysenwerte/Na¨hrstoﬀgehalt des Maisquellwasser, Fa. Su¨dzucker AG
50 % Trockensubstanz, davon: [g/kg]
27 % Stickstoﬀ 135
25 % Protein 125
15 % Asche 75
5 % Fett 25
5 % Glucose 25
5,5 % Sta¨rke 28
11 % Kohlenhydrate 55
6 % Lactat 30
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